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jährlich  durch  HCV‐assoziierte  Lebererkrankungen  [1].  Die  Seroprävalenz  gibt  die  Häufigkeit  des 
Vorkommens  von Antikörpern  gegen HCV  im Blut  an und wird weltweit  auf  2,8 %  geschätzt, dies 
entspricht mehr als 185 Millionen Infektionen [2]. 
 
HCV  ist  ein  kleines,  umhülltes,  einzelsträngiges  (+)‐RNA‐Virus,  das  1989  erstmals  als  infektiöser 




















Das  RNA  Genom  von  HCV  beinhaltet  einen  langen  offenen  Leserahmen  (ORF),  der  von  hoch‐
strukturierten nicht‐translatierten Regionen  (NTR)  flankiert wird  (siehe Abbildung  2‐A). Die  5’ NTR 
beinhaltet  eine  interne  ribosomale  Eintrittsstelle  (IRES), wodurch  ein  Polyprotein,  bestehend  aus 
ungefähr 3000 Aminosäuren,  translatiert werden kann. Dieses Polyprotein wird co‐ und posttrans‐
lational in zehn verschiedene Proteine gespalten. Diese Proteine sind ausnahmslos mit intrazellulären 

























































bei  intravenösem  Drogenmissbrauch,  Nadelstichverletzungen  im  medizinischen  Bereich  und  eine 
















Eradikation  des  Hepatitis  C  Virus  kommen,  allerdings  entwickeln  75  –  85 %  der  Patienten  eine 
chronische  Hepatitis  C.  Diese  verläuft  meist  asymptomatisch,  aber  oft  assoziiert  mit  zeitweise 
erhöhten ALT‐Aktivitätswerten  im  Serum, wobei diese meist  kleiner  als 10x ULN  sind  [27, 28]. Als 
Spätfolgen einer chronischen Hepatitis C können nach 20 – 30 Jahren Zirrhosen (5 – 20 %) und Hepato‐













Schistosomiasis,  auch  Billharziose  genannt,  ist  eine  parasitäre  Wurmerkrankung,  die  durch  den 





humanem  Blut  ausgeht,  unbeachtet  blieb.  Durch  die  Wiederverwendung  von  nicht  ausreichend 
sterilisierten  Spritzen und Kanülen  erfolgte eine Verbreitung  von HCV  in der Bevölkerung. Hierbei 
handelt  es  sich  vermutlich  um  die  größte  iatrogene  Transmission  einer  durch  Blut  übertragbaren 
Krankheit [36, 40]. Seit Mitte 1980 wurde der effektive oral verabreichbare Wirkstoff Praziquantel zur 
Behandlung von Schistosomiasis in Ägypten verfügbar, wodurch die Übertragung von HCV durch die 



































































Die WHO empfiehlt, dass Personen, die  in einer Population mit hoher Prävalenz  leben oder  in der 
Vorgeschichte eine HCV Risikoexposition hatten, ein serologischer HCV Test angeboten wird [47]. In 




















Als  serologische  Tests werden  hauptsächlich  zwei  Arten  von  Assays  angewendet:  Enzymimmuno‐
assays  (EIA)  und  Immunoblot  Assays.  In  einem  EIA  liegen  Antigene  an  der  Oberfläche  einer 
Mikrotiterplatte immobilisiert vor und bei der Inkubation mit einer Serum‐ oder Plasmaprobe können 
entsprechende Antikörper  ihr Antigen  binden. Antigen‐Antikörper‐Komplexe  können  anschließend 
durch  eine  kolorimetrische  Enzymreaktion  sichtbar  gemacht  werden.  EIAs  sind  einfach  in  der 
Verwendung, teilweise oder vollständig automatisierbar und geeignet um eine große Probenanzahl zu 


























allerdings  nur  der  COBAS  AmpliScreen  HCV  Test,  v2.0  (Roche  Molecular  Systems)  kommerziell 
erhältlich  ist.  Quantitative  Tests,  welche  die  Viruslast  bestimmen,  sind  v. a.  nützlich  bei  der 














Infektion  für  viele  Jahre  nur  von  unzureichendem  Erfolg,  aber  durch  die  Entwicklung  von 
Medikamenten  mit  besserer  Wirksamkeit  konnte  die  Therapie  stark  verbessert  werden  (siehe 
Abbildung 5) [47]. 
Vor dem Beginn einer antiviralen Therapie muss zunächst der HCV Genotyp bestimmt werden, da sich 































durch  Roger  Ekins  ermöglicht  [58].  Protein‐Microarrays  erlauben  die  Identifizierung  und Quantifi‐
zierung einer großen Anzahl von Zielproteinen aus einer kleinen Probemenge innerhalb eines einzigen 
Experiments.  Die  Protein‐Microarray  Technologie  ist  durch  Miniaturisierung,  Parallelität  und 


































Multiplexe  Protein‐Microarrays  können mit  planaren  oder mit Mikrosphären‐basierten  Systemen 
durchgeführt  werden.  Das Mikrosphären‐basierte  Array‐System  der  Firma  Luminex  (Austin,  USA) 
basiert  auf  der  Methode  der  Durchflusszytometrie,  wobei  statt  Zellen  bis  zu  500  verschiedene 
Mikrosphärensorten  identifiziert werden  können. Die  superparamagnetischen Mikrosphärensorten 
(MagPlex®,  siehe  Abbildung  6‐B)  sind  aus  Polystyrol,  haben  einen  Durchmesser  von  6,5 µm  und 
unterscheiden sich durch Anteile an drei Fluoreszenzfarbstoffen (rot, infrarot und orange), die sich im 
Inneren der Mikrosphären befinden [61]. Das Auslesegerät FLEXMAP 3D (Abbildung 6‐A) verfügt über 
zwei  Laser  (rot  und  grün,  siehe  Abbildung  6‐C),  vier  Avalanche‐Photodioden  (APD)  sowie  einen 
Photomultiplier. Der rote Laser (633 nm) kann die interne Farbcodierung der Mikrosphären anregen, 
wobei  die  resultierende  Emission  der  Fluoreszenzfarbstoffe  von  den APDs  in  drei  Klassifizierungs‐
kanälen  erfasst wird.  In  einem Dupletten‐Diskriminierungskanal wird mit  einer  separaten APD die 
Größe der Mikrosphären durch die Lichtstreuung gemessen. Dieser Kanal dient der Identifizierung von 
Partikeln,  die  kleiner  oder  größer  als  eine  einzelne  Mikrosphäre  sind,  wie  z. B.  Mikrosphären‐
Aggregate. Der  grüne  Laser  (532 nm) wiederum  dient  zur Anregung  eines  Reportermoleküls  (z. B. 
Phycoerythrin), dessen Emission in einem Reporterkanal von dem Photomultiplier detektiert wird [62].  
 
A                  B               C       
 
Abbildung 6: Die xMAP Technologie der Firma Luminex. (A) Das FLEXMAP 3D Gerät kann 500 verschiedene Mikrosphären 
unterscheiden.  (B)  Jede Mikrosphärensorte  wird  durch  ein  spezifisches  Konzentrationsverhältnis  von  drei  Fluoreszenz‐



























































als  auch  IgG  Antikörper  detektiert werden.  Für  den  Nachweis  einer  HCV g4‐spezifischen  Immun‐
antwort sollten gezielt HCV g4a Antigene eingesetzt werden. Der entwickelte multiplexe serologische 


































Name  Spezifität  Spezies  Klonalität  Hersteller 
α‐His‐Tag  Penta‐His  ms  monoklonal  Qiagen, Venlo, Niederlande 
α‐GST  GST  gt  polyklonal  GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK 
α‐hu IgG  hu IgG (Fcγ)  gt  polyklonal  Dianova, Hamburg 
humane IgG  ‐  hu  polyklonal  Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA 
humane IgM  ‐  hu  polyklonal  Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA 
 
Tabelle 2: Verwendete Antikörper mit Konjugat.  
Name  Spezifität  Spezies  Konjugat  Hersteller 
dk‐α‐gt‐PE  gt IgG (H+L)  dk  R‐Phycoerythrin  Dianova, Hamburg 
gt‐α‐ms‐PE  ms IgG (H+L)  gt  R‐Phycoerythrin  Dianova, Hamburg 
dk‐α‐ms 680RD   ms IgG (H+L)  dk  IRDye 680RD  LI‐COR, Lincoln, NE, USA 
gt‐α‐hu IgG‐PE  hu IgG (Fcγ)  gt  R‐Phycoerythrin  Dianova, Hamburg 





Name  Protein  Aminosäuren  Zustand 
pET‐28a‐Core g4a  HCV Core  1‐172  C‐terminal verkürzt um 19 AS 
pET‐28a‐NS3 g4a  HCV NS3  1‐631  komplette Proteinlänge 
pET‐28a‐NS5A g4a  HCV NS5A  1‐445  komplette Proteinlänge 
pET‐28a‐NS5B g4a  HCV NS5B  1‐591  C‐terminal verkürzt um 16 AS 











HCV Protein  Bezeichnung   Expressionsstamm  Aufreinigung  Lagerung bei ‐80°C 
Core  Core_1 g4a  HMS174(DE3)  denaturierend  in Lösung 
Core  Core_2 g4a  BL21(DE3)  denaturierend  in Lösung 
Core  Core_3 g4a  BL21(DE3)  denaturierend  lyophilisiert 
NS3  NS3_1 g4a  BL21(DE3)  nativ  in Lösung 
NS3  NS3_2 g4a  BL21(DE3)  denaturierend  in Lösung 
NS5A  NS5A g4a  BL21(DE3)  denaturierend  in Lösung 
NS5B  NS5B_1 g4a  HMS174(DE3)  denaturierend  in Lösung 
NS5B  NS5B_2 g4a  HMS174(DE3)  denaturierend   in Lösung 




(AS Position)  Genotyp  Bezeichnung   Tag  Katalog‐Nr.  Hersteller 





NS4  k. A.  NS4_1  ‐  HCV‐205 
NS5  1  NS5 g1  GST  HCV‐219 
HCV  g1b, g1a  HCV Mix  GST  HCV‐207 
Core (1 – 100)  g1b  Core g1b  GST  AHCV 111 
DSI Srl, Saronno, 
Italien 
NS3 (1192 – 1459)  g1a  NS3 g1a  GST  AHCV 201 
NS3 (1356 – 1459)  g1b  NS3_2 g1b  GST  AHCV 207 
NS3 (1356 – 1459)  g1c  NS3 g1c  GST  AHCV 215 
NS3 (1356 – 1459)  g1b  NS3_3 g1b  GST  AHCV 208 
NS3 (1356 – 1459)  g2c  NS3 g2c  GST  AHCV 210 




k. A.  NS4_2  GST  AHCV 300 

















Protein  Bezeichnung   Pathogen  Tag  Katalog‐Nr.  Hersteller 




VP4‐VP2  VP4‐VP2  HAV  GST  HAV‐225 
HbcAg  HBc  HBV  ‐  HBV‐269 
HbsAg adw  HBs_1  HBV  ‐  HBS‐872 
EA  EA  EBV  GST  EBV‐272 
EBNA‐1  EBNA‐1  EBV  GST  EBV‐271 
p18  p18  EBV  GST  EBV‐273 
p23  p23  EBV  His  EBV‐278 
gB  gB  CMV  GST  CMV‐211 
Pp150  Pp150  CMV  ‐  CMV‐216 
Pp28  Pp28  CMV  ‐  CMV‐212 
Pp38  Pp38  CMV  GST  CMV‐213 
Pp52  Pp52  CMV  GST  CMV‐214 
Pp65  Pp65  CMV  GST  CMV‐215 
VP1‐P2A  VP1‐P2A_2  HAV  GST  AHAV 102 
DSI Srl, Saronno, 
Italien 
VP3  VP3  HAV  GST  AHAV 103 
VP1  VP1  HAV  GST, His  AHAV 914b 
HDV rek.  HDV  HDV  CBD, His  AHDV 105 





HbeAg  HBe  HBV  His  80‐1012 
HEV  HEV  HEV  ‐  30‐AH29 
CMV lysate  CMV Lysat  CMV  ‐  30‐AC70 
T. gondii lysate  T. gondii Lysat  T. gondii  ‐  30‐AT55 
H. pylori 49503  H. pylori Lysat_1  H. pylori  ‐  30‐AH78 







































































































































































































































































































































die  Expression  in  Escherichia coli  (E. coli).  Zur  Expression  von  rekombinanten  Proteinen  in  E. coli 
wurden  die  Plasmide  aus  Tabelle  3  zunächst  in  kompetente  E. coli‐Zellen,  BL21(DE3)  oder 


















Nach  Induktion  mit  einer  Endkonzentration  von  1 mM  IPTG  (Isopropyl‐β‐D‐thiogalactopyranosid) 




















tographie  genutzt  [66‐68].  Hierzu  wurde  das  ÄKTAxpress  System  (GE  Healthcare)  und  eine  Ni2+‐
Sepharose‐Säule  (HisTrap FF)  verwendet. Nachdem das  Extrakt  über  die  Säule  geleitet wurde  und 
HisTag‐Proteine  binden  konnten,  wurden  ungebundene  Proteine  mit  15 ml  Bindepuffer  weg‐
gewaschen. Zur Elution wurde ein Gradient mit kontinuierlich steigender Konzentration des Elutions‐

































Nach  15 min  Inkubation  bei  RT  wurde  die  Extinktion  bei  570 nm  im Mikroplattenleser  FLUOstar 





rierenden  Natrium‐Dodecylsulfat‐Polyacrylamid‐Gelelektrophorese  (SDS‐PAGE)  nach  Laemmli  [70] 
durchgeführt. Hierzu wurde das NuPAGE System von Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA) 
verwendet,  wobei  es  sich  um  eine  Lithium‐Dodecylsulfat‐Polyacrylamid‐Gelelektrophorese  (LDS‐
PAGE) handelt. Die Proben wurden mit dem entsprechenden Volumen an NuPAGE Sample Reducing 
Agent  (10x) und NuPAGE  LDS  Sample Buffer  (4x)  versetzt und  auf 20 µl mit ddH2O  aufgefüllt. Die 
Proben  wurden  anschließend  für  10 min  bei  70°C  denaturiert  (Mastercycler  gradient).  Nach  der 
Entnahme  wurden  die  Gel‐Kassetten  (NuPAGE  Novex  4 – 12 %  Bis‐Tris‐Gel)  zunächst  mit  ddH2O 



















Zur weiteren Untersuchung  von  elektrophoretisch  aufgetrennten  Proteinen, wurden  diese mittels 
Western Blot Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran transferiert [71]. Hierzu wurde ebenfalls das 
NuPAGE System von Thermo Fisher Scientific Inc. verwendet. Der Transfer erfolgt für 75 min bei einer 
konstanten  Stromstärke  von  160 mA.  Zur  Beurteilung  der  Effizienz  des  Transfers,  wurden  die 
immobilisierten Proteine mit einer Ponceau‐S Färbelösung  für 5 min auf einem Schüttler  (Polymax 
2040)  reversibel  gefärbt.  Nachdem  überschüssige  Färbelösung  mit  ddH2O  ausgewaschen  wurde, 
erfolgte die Dokumentation mit ImageQuant LAS 4000 mini. Anschließend wurde die Membran in TBST 
vollständig entfärbt. Um freie Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde die Membran 
für mindestens  30 min  bei  RT  in  einer Wanne  auf  einem  Schüttler  in  TBST  +  3 %  BSA  inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran kurz mit TBST gewaschen und  in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen 




mit 10 ml  TBST  auf  einem Rollenmischer  gewaschen. Die  Inkubation mit dem  spezies‐spezifischen 



















Durch  Zugabe  von  EDC  (1‐Ethyl‐3‐[3‐dimethylaminopropyl]carbodiimid)  und  Sulfo‐NHS  (sulfo‐N‐
hydroxysuccinimid) werden die Mikrosphären aktiviert,  indem die Carboxylgruppen zu einem Aktiv‐
ester  reagieren.  Primäre  Aminogruppen  (NH2‐Gruppen)  in  Proteinen  können  anschließend  unter 
Freisetzung eines Harnstoffderivats mit dem Aktivester zu einer Amidbindung weiter reagieren.  
Durch eine Automatisierung des  Immobilisierungsprozesses können parallel bis  zu 96 Proteine auf 
unterschiedliche Mikrosphären  immobilisiert werden. Dadurch  erhöht  sich  der Durchsatz  und  die 
Konsistenz  der  Ergebnisse  kann  verbessert werden.  Für  die  Automatisierung wurde  ein Magnet‐
Partikel‐Prozessor (KingFisher® 96) verwendet. Bei diesem System werden durch einen Magnetkamm 
paramagnetische  Mikropartikel  zwischen  acht  Mikrotiterplatten  mit  96  Vertiefungen  (Wells) 
transferiert.  



















Tabelle  15: Automatisierte  Immobilisierung  von  Proteinen  an MagPlex® Mikrosphären. Die Durchführung  erfolgte  im 
KingFisher® 96. Zwischen den Schritten werden die Mikrosphären mithilfe eines Magnetkamms  im 96‐Well Format  in die 
nächste Platte transferiert.  
Platte  Inhalt der Platte  Volumen [µl]  Aktion / Funktion  Dauer 
1  Mikrosphären  300  Sammeln der Mikrosphären  5 x 30 s 
2  Aktivierungspuffer  250  Waschen  1 min 
3  Aktivierungspuffer  250  Waschen  1 min 
4  Aktivierungsmix  150  Aktivierung der Mikrosphären  20 min 
5  Kopplungspuffer  250  Waschen  1 min 
6  Kopplungspuffer  250  Waschen  1 min 
7  Proteinlösungen  125  Immobilisierung von Proteinen  2 h 
8  Kopplungswaschpuffer  500  Waschen  1 min 
9  Kopplungswaschpuffer  500  Waschen  1 min 





























Sulfo‐NHS  mit  primären  Aminogruppen  des  Trägerproteins  zu  einer  Maleimidophenylbutyrat‐
Zwischenstufe. Durch Zugabe von Peptiden, die mit einem N‐terminalen Cystein synthetisiert wurden, 
bindet die SH‐Gruppe über den Maleimidophenylbutyrat‐Linker an das Trägerprotein. 
Zunächst wurden, wie  in  3.3.1  beschrieben,  BSA‐Mikrosphären  hergestellt.  Hierzu wurde  BSA  als 
Trägerprotein mit einer Kopplungskonzentration von 100 µg/ml auf verschiedenen Mikrosphärensorten 
immobilisiert.  Die  BSA‐Mikrosphären  wurden  anschließend  jeweils  in  ein  Protein  LoBind  Tube 
überführt  und  der  Überstand  wurde  mithilfe  eines  Magnetseparators  (DynaMag™‐Spin  Magnet) 
verworfen. Anschließend wurden 200 µl einer 0,75 mg/ml Sulfo‐SMPB Lösung in Kopplungswaschpuffer 
zu  den  BSA‐Mikrosphären  zugegeben  und  für  1 h  bei  RT  im Dunklen  in  einem  Rotator  inkubiert. 
Währenddessen wurden die Peptide  in PBS  in 1 mM gelöst und 50 µl wurden für 20 min  im Rotator 
äquimolar mit  TCEP  (Tris[2‐carboxyethyl]‐phosphin)  behandelt,  damit mögliche Disulfidbrücken  zu 
freien  SH‐Gruppen  reduziert  wurden.  Anschließend  wurden  die  reduzierten  Peptide  mit  PBS  + 
0,0125 % Triton X‐100 auf eine 0,2 mM Lösung verdünnt. Nach der Aktivierung der BSA‐Mikrosphären 
wurden  diese  im  Magnetseparator  zweimal  mit  500 µl  Kopplungswaschpuffer  gewaschen  und 
anschließend jeweils eine Mikrosphärensorte mit einem reduzierten Peptid für 1 h bei RT im Dunkeln 





























50 µl  R‐Phycoerythrin (PE)‐konjugiertem  Detektionsantikörper  für  1 h  bei  RT  mit  regelmäßigem 
Mischen  inkubiert (5 µg/ml Antikörper  in Detektionspuffer). Beim anti‐HCV  IgG Assay (Abbildung 7‐A) 
wurde der Antikörper gt‐α‐hu IgG‐PE und beim anti‐HCV  IgM Assay  (Abbildung 7‐B) der Antikörper 
dk‐α‐hu IgM‐PE verwendet. Nachdem die Mikrosphären wie zuvor in zwei Platten gewaschen und in 


































wie  die  multiplexen  serologischen  HCV  Assays.  Hierzu  wurden  dieselben  Volumina  und  Geräte‐
einstellungen verwendet. Anstelle einer Probe wurde ein anti‐His‐Tag Antikörper (ms‐α‐His‐Tag) oder 
ein anti‐GST Antikörper (gt‐α‐GST) verwendet. Diese wurden jeweils in Assaypuffer verdünnt, sodass 










humanem  Serum oder Plasma.  In den Wells der Mikrotiterplatte  sind  rekombinante Proteine und 
synthetische Peptide von unterschiedlichen immundominanten Regionen des HCV immobilisiert. Bei 
den  Regionen  handelt  es  sich  um  Core,  NS3,  NS4A,  NS4B  und  NS5A.  Die  verwendeten  Antigene 
stammen  laut  Hersteller  von  unterschiedlichen  HCV  Genotypen  (1a,  1b,  2,  3a).  Das  Prinzip  des 
Nachweises von HCV Antikörpern ist das Gleiche wie das für den anti‐HCV‐IgG Assay auf der Luminex 
Plattform  (siehe  Abbildung  7‐A), wobei  statt  der Mikrosphären  die Wells  der Mikrotiterplatte  als 
Festphase  dienen.  Allerdings  ist  eine  Unterscheidung  der  Reaktivität  gegenüber  verschiedenen 




Die Durchführung  erfolgte  entsprechend den Vorgaben  des Herstellers.  Zuerst wurden  200 µl des 
Probenverdünners in die entsprechenden Wells vorgelegt, dann 20 µl Probe oder Kontrolle zugegeben 
und für 1 h bei 37 °C inkubiert. Zum Waschen wurden die Wells zunächst durch Abschütten entleert 








200 µl Konjugat‐Arbeitslösung  in  jedes Well gegeben und  für 1 h bei 37 °C  inkubiert. Anschließend 
wurde erneut wie beschrieben  gewaschen. Nach der Zugabe  von 200 µl  Substratlösung wurde  für 
30 min  bei  37 °C  im  Dunkeln  inkubiert.  Zum  Beenden  der  Reaktion  wurden  50 µl  Stopplösung 
zugegeben.  Die  Extinktion  wurde  bei  450 nm  gemessen.  Auf  jeder  Platte  wurden  zwei  negative 
Kontrollen  und  zwei  positive  Kontrollen  prozessiert.  Der  mittlere  Extinktionswert  der  positiven 














Intensität  der  erhaltenen Bande  ist  proportional  zu  der HCV‐spezifischen Antikörpermenge  in  der 
Probe.  
Die Durchführung erfolgte entsprechend den Vorgaben des Herstellers. Zuerst wurden 1 ml Proben‐
verdünner  in  jede  Inkubationswanne  vorgelegt  und  dann  10 µl  Probe  oder  Kontrolle  zugegeben. 
Nachdem  in jede Inkubationswanne ein Teststreifen gelegt wurde, erfolgte eine Inkubation für 16 h 
bei RT auf einem Wippschüttler (Shaker DRS‐12). Zum Waschen wurde die Flüssigkeit mit einer Pipette, 
die  mit  einer  Vakuumpumpe  verbunden  ist,  zunächst  abgesaugt  und  anschließend  wurde  1 ml 
verdünnte  Waschlösung  zugegeben.  Nach  5 min  Inkubation  auf  dem  Wippschüttler  wurde  die 
Waschlösung  erneut  abgesaugt  und  frische  verdünnte Waschlösung  (1 ml)  zugegeben.  Insgesamt 






































































Der  sogenannte  Random  Forest  ist  ein  Klassifikationsverfahren,  das  aus  mehreren  voneinander  













Positiv‐Rate  senkrecht  an  und  erst  danach  steigt  die  Falsch‐Positiv‐Rate.  Bei  einem  vollständigen 
Zufallsprozess würde die ROC‐Kurve eine diagonale  Linie ergeben. Als Beurteilungsmaß einer ROC 
Kurve dient die Fläche unterhalb der Kurve (area under curve, AUC). Dieser Wert kann zwischen 0 und 




Zur Darstellung der  Immunprofile  von Proben  in einer Heatmap  sowie  zur hierarchischen Cluster‐
analyse  wurde  die  Software  MeV  Multi  Experiment  Viewer  (TM4  Microarray  Software  Suite) 
verwendet  [79]. Die hierarchische Clusteranalyse dient  zur  Ermittlung  von Ähnlichkeiten  zwischen 
Personengruppen.  Unter  Clusteranalyse  wird  ein  multivariates  Verfahren  verstanden,  mit  dem 
























HCV g4a Antigene  (siehe  Tabelle  4  und Anhang Abbildung  55)  sowie  kommerziell  erhältliche HCV 
Antigene (siehe Tabelle 5) und Peptid‐Antigene (siehe Tabelle 6) eingesetzt. In Tabelle 17 sind die 27 




Name des Antigens  HCV Protein‐Region  Genotyp  Protein/Peptid  Quelle 
Core_1 g4a  Core  4a  Protein 
NMI 
Core_2 g4a  Core  4a  Protein 
Core_3 g4a  Core  4a  Protein 
NS3_1 g4a  NS3  4a  Protein 
NS3_2 g4a  NS3  4a  Protein 
NS5A g4a  NS5A  4a  Protein 
NS5B_1 g4a  NS5B  4a  Protein 
NS5B_2 g4a  NS5B  4a  Protein 
NS5B_3 g4a  NS5B  4a  Protein 




NS4_1  NS4  k. A.  Protein 
NS5 g1  NS5  1  Protein 
HCV Mix  verschiedene Bereiche  1a / 1b  Protein 
Core g1b  Core  1  Protein 
NS3 g1a  NS3  1a  Protein 
NS3_2 g1b  NS3  1b  Protein 
NS3 g1c  NS3  1c  Protein 
NS3_3 g1b  NS3  1b  Protein 





Name des Antigens  HCV Protein‐Region  Genotyp  Protein/Peptid  Quelle 
NS3_3 g4a  NS3  4a  Protein 
NS4_2  NS4  k. A.  Protein 
NS5 g1b  NS5  1b  Protein 




pNS4A g4a  NS4  4a  Peptid 
5‐1‐1 g4a  NS4  4a  Peptid 
5‐1‐1 g1a  NS4  1a  Peptid 



















ECL‐Zusatz  konnte  zwar nicht  in  jeder Probe dasselbe MFI  Level auf der ECL‐Mikrosphäre erreicht 
werden, dennoch war eine Reduktion der Signale um ca. 96 % möglich. Bei Proben, die auch ohne ECL 
im Probenpuffer niedrige Signale auf der ECL‐Mikrosphäre zeigten, wurde eine mäßige Reduktion der 






NS5B_1 g4a),  konnte  eine  Reduktion  der  Signale  durch  die  Zugabe  von  ECL  zum  Probenpuffer 





















































































SAVe  (Ortho Clinical Diagnostics) und der  INNOTEST HCV Ab  IV  (Fujirebio Diagnostics)  jeweils eine 
Probenverdünnung  von 1:11 nutzen, wird beim  INNO‐LIA™ HCV  Score  (Fujirebio Diagnostics)  eine 
Verdünnung von 1:101 verwendet. Zur Ermittlung der Probenverdünnung im entwickelten multiplexen 
anti‐HCV‐IgG Assay wurden sowohl Proben von Patienten mit einer HCV Infektion als auch Proben von 
gesunden  Spendern  in  einer  seriellen  1:2  Verdünnungsreihe  von  1:25  bis  1:3200  vermessen.  In 
Abbildung 9 sind Verdünnungskurven von fünf Patienten mit akuter HCV  Infektion (Patient 1 und 2) 
oder  chronischer HCV  Infektion  (Patient 3 – 5)  für  vier beispielhafte HCV Antigene dargestellt. Die 






hingegen  konnte  ab  der  1:50  Verdünnung  bis  zur  1:400  Verdünnung  eine  Verdünnungslinearität 







(1:25  oder  1:50)  häufig  nachteilig  auf  mögliche  Signalhöhen  in  Patientenproben  auswirkte,  die 
erhaltenen Signale in Proben von gesunden Spendern (nicht gezeigt) waren zudem teilweise sehr hoch, 
so dass eine Gefahr von falsch positiven Resultaten gegeben wurde. Eine sehr hohe Probenverdünnung 




















































Patient 1 Patient 2 Patient 3














Patient 1 Patient 2 Patient 3














10/B594)  vom National  Institute  for Biological  Standards and Control  (NIBSC) bezogen  [65]. Beide 
Materialien wurden in drei verschiedenen Verdünnungen (1:2, 1:20 und 1:200) im anti‐HCV‐IgG Assay 
getestet.  In der 1:2 Verdünnung  zeigten die  zwei Materialien  jeweils die beste Reaktivität,  jedoch 
wurden  bei  10/B594  auch  auf  den  Kontroll‐Mikrosphären  sehr  hohe  Signale  erhalten,  weshalb 

















































































































































sicherzustellen, ob eine Messplatte eines Screenings  technisch  im Normbereich  lag und  z. B. nicht 
kontaminiert wurde, wodurch sonst evtl. falsch positive Signale erzeugt werden könnten. In der Assay 
Validierung  dient  eine  negative  Probe  andererseits  zur  Überprüfung,  ob  niedrige  Signale  präzise 
gemessen  werden  können.  Um  eine  geeignete  negative  Qualitätskontrolle  auszuwählen,  wurden 
Proben  von  vier  gesunden  Spendern  im  anti‐HCV‐IgG  Assay  getestet.  In  den  Proben  konnten 















Replikatmessungen  definiert. Die  Präzision wird  in  Form  des  prozentualen  Variationskoeffizienten 
(% CV) angegeben. Der Variationskoeffizient errechnet sich folgendermaßen:  
 
Während  bei  der  Ermittlung  der  Intra‐Assay  Präzision  die  Varianz  von  Replikaten  im  gleichen 
Experiment bestimmt wird, so reflektiert die Inter‐Assay Präzision die Varianz zwischen verschiedenen 









eines  Experiments  auf  derselben  96‐Well Mikrotiterplatte  gemessen.  Die  Bestimmung  wiederum 
erfolgte für den Blindwert (Blank), in einer negativen Probe (QC negativ) sowie in drei positiven Proben 
















































































































































































































Zur Untersuchung  der Auswirkungen  von Gefrierzyklen  auf  die Messwerte  von  den  fünf  internen 
Kontrollen  und  den  27  Antigenen  wurden  ein,  zwei,  drei  und  fünf  Gefrierzyklen  mit  den  vier 
verschiedenen QC Proben durchgeführt und anschließend zeitgleich mit einer frisch aufgetauten Probe 
als Referenzprobe vermessen. Die referenzierten Werte sollten zwischen 80 % und 120 % liegen. 
Abbildung 13  zeigt die  referenzierten Werte  von  jeder Probe nach der Durchführung  von Gefrier‐






















Abbildung  13: Bestimmung der  Stabilität  gegenüber Gefrierzyklen  im  anti‐HCV‐IgG Assay. Dargestellt  sind  die Aus‐
wirkungen  von  Gefrierzyklen  (1x,  2x,  3x  und  5x)  auf  die  Messwerte  von  5  Kontrollen  und  27  Antigenen  in  vier 





































































































Abbildung  14:  Bestimmung  der  Kurzzeit‐  und  Temperaturstabilität  im  anti‐HCV‐IgG  Assay.  Dargestellt  sind  die 
Auswirkungen der Lagerung einer Probe für 2 h, 4 h und 24 h bei RT oder 4 °C auf die Messwerte von 5 Kontrollen und 27 



















2 h bei RT
4 h bei RT
24 h bei RT
2 h bei 4 °C
4 h bei 4 °C

















2 h bei RT
4 h bei RT
24 h bei RT
2 h bei 4 °C
4 h bei 4 °C

















2 h bei RT
4 h bei RT
24 h bei RT
2 h bei 4 °C
4 h bei 4 °C


















2 h bei RT
4 h bei RT
24 h bei RT
2 h bei 4 °C
4 h bei 4 °C



















aus  der  Probe  beinhalten.  Falls  IgM‐RF  in  der  Probe  vorhanden  sind, werden  diese  auch  an  die 






Abbildung  15:  Vergleich  von  vier  Proben  mit  und  ohne  Vorbehandlung  mit  IgG/RF  Stripper.  Dargestellt  sind  die 





















































der GST‐Mikrosphäre  (HCV Patient 1) durch die Vorbehandlung mit  IgG/RF  Stripper um die Hälfte 
reduziert werden.  
Um sicherzustellen, dass auch bei Proben mit erhöhtem  IgG Gehalt das eingesetzte Verhältnis von 















































































































































































Auch  für  den  anti‐HCV‐IgM  Assay wurde  eine  technische  Validierung, wie  in  4.1.1.4  beschrieben, 
durchgeführt. Ebenfalls wurde die Validierung beschränkt auf die Intra‐ und Inter‐Assay Präzision, die 













































































































































































































Für  die  Bestimmung  der  Inter‐Assay  Präzision  wurden  technische  Triplikate  einer  Probe  an  vier 
Versuchstagen gemessen. Die Bestimmung erfolgte  im Blank,  in der Probe QC negativ sowie  in den 
Proben QC positiv 5 – 7. Aus den gemessenen Replikaten von  jeder Probe wurde der CV  für  jedes 
Antigen berechnet. In Abbildung 19 sind die Ergebnisse in Form von Histogrammen dargestellt. Bis auf 



































































































Zur Untersuchung  der  Auswirkungen  von Gefrierzyklen  auf  die Messwerte  von  den  vier  internen 
Kontrollen und den 25 Antigenen im anti‐HCV‐IgM Assay wurden zwei, drei und fünf Gefrierzyklen mit 















probe analysiert. Solange die  referenzierten Werte  für die vier Kontrollen und 25 Antigene  jeweils 
zwischen 80 % und 120 % liegen, ist eine ausreichende Stabilität gegeben. 
In Abbildung  20‐C und Abbildung  20‐D  sind  die  Ergebnisse  der  Kurzzeit‐ und  Temperaturstabilität 
dargestellt. In der Probe QC positiv 6 wurde bei zwei Kontrollen und fünf Antigenen für den Zeitpunkt 
















2 h,  4 h  und  24 h  bei  RT  oder  4 °C  auf  die Messwerte  in  zwei  verschiedenen  Proben.  Die  gemessenen  Fluoreszenz‐
intensitäten von 4 Kontrollen und 25 HCV Antigenen wurden jeweils referenziert auf eine frisch aufgetaute Probe und in 


























































Kurzzeit‐ und Temperaturstabilität in QC positiv 6
2 h bei RT
4 h bei RT
24 h bei RT
2 h bei 4 °C
4 h bei 4 °C

















Kurzzeit‐ und Temperaturstabilität in QC positiv 7
2 h bei RT
4 h bei RT
24 h bei RT
2 h bei 4 °C
4 h bei 4 °C












Proteine als Assay  interne Kontrollen verwendet werden.  Jede  interne Kontrolle wurde  jeweils auf 
einer Mikrosphärensorte immobilisiert.  
Insgesamt wurden sechs interne Kontrollen eingesetzt. (1) + (2) Kommerziell erhältliche, aufgereinigte 
humane Antiköper der Klasse G  (humane  IgG, Sigma‐Aldrich) oder Klasse M  (humane  IgM, Sigma‐
Aldrich) wurden eingesetzt, um die Zugabe des Detektionssystems zu überprüfen.  (3) Für den anti‐
HCV‐IgG Assay wurde außerdem ein anti‐human IgG Antikörper (α‐hu IgG, Dianova) als Kontrolle für 
die  Probenzugabe  eingesetzt.  (4)  Wie  in  4.1.1.1  erwähnt,  diente  BSA  als  Trägerprotein  für  die 
immobilisierten Peptide, weshalb BSA als interne Kontrolle verwendet wurde. Signale auf den Peptid‐
Mikrosphären,  die  durch  das  Vorhandensein  von  Antikörpern  gegen  das  entsprechende  Peptid 
hervorgerufen werden, müssen höher  als das  Signal  auf der BSA‐Mikrosphäre  sein.  (5)  Einige der 
verwendeten Antigene wurden als Fusionsproteine mit GST exprimiert (siehe Tabelle 4). Um sicher‐
zustellen,  dass  beobachtete  Signale  auf  entsprechenden  Antigen‐Mikrosphären  wahrhaftig  als 
Reaktion auf das Antigen auftreten, wurde aufgereinigtes GST auf einer Mikrosphäre immobilisiert und 




Für  den  anti‐HCV‐IgG  Assay wurden  während  der  technischen  Validierung  (siehe  4.1.1.4)  jeweils 
Grenzwerte  für  die  internen  Kontrollen  zur  Überprüfung  des  Detektionssystems  (humane IgG‐
Mikrosphäre)  und  der  Probenzugabe  (α‐hu IgG‐Mikrosphäre)  bestimmt  (siehe  Tabelle  19).  Ebenso 
wurden bei der Validierung des anti‐HCV‐IgM Assays (siehe 4.1.2.3) Grenzwerte für die humane IgM‐
Mikrosphäre ermittelt. Im Rahmen dieser Grenzwerte musste sich der entsprechende Messwert bei 
einer  Probenmessung  befinden,  damit  die  Probe  ohne  weitere  Prüfung  für  eine  Auswertung 
verwendet werden durfte. Die Bestimmung der Grenze erfolgte durch Berechnung des Mittelwerts der 
Messwerte  auf  der  entsprechenden  Mikrosphäre  von  einer  HCV  negativen  Probe  und  drei  HCV 
positiven  Proben, welche  in  Triplikaten  an  jeweils  vier Versuchstagen  vermessen wurden.  Für  die 
Probenmessung wurde eine Abweichung um 20 % vom Mittelwert eingeräumt. Bei Unterschreitung 








Tabelle 19: Grenzwerte  für die  internen Kontrollen humane  IgG, α‐hu  IgG und humane  IgM. Bei einer Probenmessung 
mussten die gezeigten Grenzwerte auf der entsprechenden Mikrosphäre eingehalten werden.  
  Mikrosphäre 
  humane IgG  α‐hu IgG  humane IgM 
untere Grenze  29742 MFI  18529 MFI  24392 MFI 






der  GST‐Mikrosphäre  jeweils  in  gesunden  Spendern  (HCV  negativ),  in  Patienten mit  akuter  HCV 
Infektion (HCV akut) und in Patienten mit chronischer HCV Infektion (HCV chronisch) in Form von Box‐




festgestellt,  dass  keine Normalverteilung  vorliegt.  Im Anschluss wurde  daher  ein Wilcoxon‐Mann‐
Whitney‐Test vorgenommen, bei welchem für  jede Kontroll‐Mikrosphäre die drei Personengruppen 
jeweils paarweise miteinander  verglichen wurden.  Für alle drei Kontroll‐Mikrosphären wurden bei 




Verschiedenste Gründe  sind  vorstellbar, die  zu der Beobachtung  führen  könnten, dass es auf den 




zur  Beteiligung  von  Rheumafaktoren  in  dieser  Arbeit  nicht  gezeigt werden.  Zur  Überprüfung  des 
Vorliegens einer polyklonalen Gammopathie wurde ein Assay zur Quantifizierung humaner  Immun‐
globuline G entwickelt (siehe 4.1.6). Trotz intensiver Recherche konnte keine definitive Erklärung oder 













auf  den  Kontroll‐Mikrosphären  meistens  Proben  von  Patienten  mit  einer  HCV  Infektion  waren, 
wodurch eine Unterscheidung von gesunden Spendern und HCV Patienten allein durch die Reaktivität 
auf den Kontroll‐Mikrosphären möglich wäre. Bei einem guten Test zum Nachweis von Antikörpern 
gegen  ein  bestimmtes  Pathogen  sollte  jedoch  die  Unterscheidung  von  „negativ“  oder  „positiv“ 
selbstverständlich aufgrund der Reaktivität gegenüber spezifischen Antigenen stattfinden. Außerdem 
zeigten die Proben mit höheren Messwerten auf den Kontroll‐Mikrosphären auch ebenfalls höhere 
Messwerte  auf  Antigen‐Mikrosphären, wobei  dies  nicht  nur  für  HCV  Antigene,  sondern  auch  für 











































































Werte  der  ECL‐Mikrosphäre  gegen  die  gemessenen MFI‐Werte  der BSA‐Mikrosphäre  aufgetragen, 
wobei sich eine positive Korrelation mit dem Korrelationskoeffizient r = 0,987 und dem Bestimmtheits‐
maß R² = 0,9741 ergab. Da viele Messwerte in einem niedrigeren MFI‐Level lagen, wurden zudem die 






















PSH = Mittelwert  aus  BSA‐Signal  und  ECL‐Signal.  Für  jede  Probe  erfolgte  anschließend  eine  PSH‐













































































































































































































































































Proben  gegenüber  den  Antigenen  aufweisen.  Zur  Ermittlung  der  Antigen‐Stabilität  wurden  zwei 
verschiedene Ansätze  gewählt. Über  einen  Zeitraum  von 20 Wochen wurden  in unterschiedlichen 



































Faltung  des  immobilisierten  Antigens  stattgefunden  haben,  wodurch  eine  His‐Tag  Detektion 
erschwert, aber die Reaktivität in den Proben erhöht wurde. Generell muss eine schlechte His‐Tag oder 
GST Detektion  also  nicht  in  direktem  Zusammenhang mit  einem  Funktionsverlust  (Gegenbeispiel: 
NS5B_1 g4a) oder einer mangelhaften Immobilisierung (Gegenbeispiel: NS3_1 g4a) stehen.  
 
Insgesamt  konnte  gezeigt werden,  dass  kein Antigen  außer NS3_1 g4a über  den  Zeitraum  von  20 











































































































































Damit ein  Forschungs‐ oder Diagnostiktest erfolgreich  implementiert werden  kann,  sollte der Test 
nicht  nur  stabile  Messwerte  liefern,  sondern  auch  unterschiedliche  Herstellungschargen  sollten 
vergleichbare Ergebnisse erzielen. Zur Überprüfung dessen wurde die Reproduzierbarkeit der Antigen‐
immobilisierung  auf  die Mikrosphären  untersucht.  Insgesamt wurden  drei  unabhängige  Immobili‐
sierungschargen verglichen. Wie auch bei der Ermittlung der Antigen‐Stabilität  (siehe 4.1.4), wurde 
dazu  die  His‐Tag  und  GST  Detektion  sowie  die  Reaktivitäten  der  Probe  QC  positiv  1  verwendet. 
Zwischen der Herstellung der ersten und zweiten Charge lagen fünf Monate und zwischen der zweiten 
und  dritten  Charge  lagen  15 Monate.  Die  Ergebnisse  dieser  Untersuchung  sind  in  Abbildung  27 






CVs > 20 %,  aber  auch  hier  wurde  die  Abweichung  vor  allem  durch  einen  der  drei  Messwerte 
verursacht. Außerdem wird bei sehr niedrigen Messwerten (Core_1 g4a und NS3_1 g4a) ein CV > 20 % 
schon bei  sehr  kleinen  Schwankungen erhalten. Bei der GST Detektion  (Abbildung 27‐C) hingegen 
wurden  nur  zwei  Antigene  (HCV Mix  und NS4_2) mit  leichten  Schwankungen  in  den Messwerten 
identifiziert. Letztlich zeigte bis auf NS5B_1 g4a keines der Antigene sowohl in der Probe QC positiv 1 
als  auch  der  His‐Tag  oder  GST  Detektion  einen  CV > 20 %.  Insgesamt  konnte  somit  eine  gute 
Reproduzierbarkeit  der  Antigenimmobilisierung  festgestellt  werden  und  nur  NS5B_1 g4a  wurde 
zunächst als kritisch betrachtet. Das Antigen NS5B_1 g4a wurde daraufhin genauer untersucht indem 






Immobilisierung des NS5B_1  g4a  zunächst  etwas unstetig  schien und die Messwerte  in Proben  in 





















































































































































































































































Gammopathie,  bzw.  eine Hyper‐γ‐Globulinämie  [28,  92‐94]  vorliegen  könnte  (siehe  4.1.3), wurde 
zusätzlich ein Sandwich‐Immunoassay zur Quantifizierung humaner Immunglobuline G (Q‐IgG Assay) 










PVXC und BRE‐T hergestellt und anschließend  im Q‐IgG Assay verglichen.  In Abbildung 28  sind die 
Ergebnisse  der  Pufferuntersuchung  gezeigt. Um  den  Kurvenverlauf  v. a.  im  niedrigen MFI‐Bereich 
besser  aufzulösen, wurde eine doppelt  logarithmische Darstellung  gewählt.  Insgesamt  zeigten  alle 




























Obwohl  laut  Angaben  des  Herstellers  der  verwendete  Fängerantikörper  und  der  verwendete 
Detektionsantikörper  spezifisch  für  das  Fc‐Fragment  humaner  IgG  sein  sollen,  wurde  eine  IgM‐
Kreuzreaktivität  überprüft.  Hierzu  wurden  die  humanen  IgM  (Sigma‐Aldrich)  im  Q‐IgG‐Assay  in 
verschiedenen Konzentrationen getestet. Die kommerziell erhältlichen humanen IgM enthielten einen 
















im  Rahmen  eines  Screenings,  wurden  Qualitätskontrollen  benötigt.  Idealerweise  würden  hierfür 
Serumproben mit bekannter Konzentration des Analyten verwendet werden, allerdings standen solche 
Proben nicht zur Verfügung. Um dennoch humane Serumproben zu verwenden, wurde eine kleine 
Menge  an Proben  gesunder und  kranker  Spender  im Q‐IgG Assay  eingesetzt. Ausgehend  von den 
gemessenen MFI‐Werten wurde eine Probe mit einem hohen MFI‐Wert (QC hoch) und eine Probe mit 
einem mittleren MFI‐Wert (QC mittel) ausgewählt. Da keine Probe niedrige MFI‐Werte zeigte, wurde 
ebenfalls  eine  Probe  im  mittleren  MFI‐Bereich  ausgewählt  und  stärker  verdünnt  eingesetzt  (QC 

















1:4  Verdünnungsreihe  hergestellt,  dabei  wurde  der  Bereich  von  500 ng/ml  (S1)  bis  0,12 ng/ml  (S7) 
abgedeckt.  Vier  Standardkurven,  die  jeweils  in  Duplikaten  an  vier  verschiedenen  Versuchstagen 
















Die Detektionsgrenze  (Limit  of  detection,  LOD)  oder  auch  analytische  Sensitivität  eines  Assays  ist 
definiert als die minimalste Konzentration eines Analyten, die von einer analytfreien Probe  (Blank) 
unterschieden werden kann. Zur Bestimmung des LOD wurden 20 Replikate des Blanks im Q‐IgG Assay 



































analysiert.  Der Mittelwert  der  gemessenen  Fluoreszenzintensitäten  und  die  Standardabweichung 
wurden  berechnet.  Aus  dem Mittelwert  und  dem  niedrigsten  Kalibrator  (S7) wurde  eine  lineare 


















Versuch  LLOQ [pg/ml]  % CV  Wiederfindungsrate [%] 
1  61,0  10,05  86,99 
2  122,1  2,48  103,47 





























S1  500  543,101  315,84  49,63  108,62 
S2  125  116,123  35,51  30,58  92,90 
S3  31,25  32,314  4,79  14,81  103,41 
S4  7,813  7,991  0,60  7,54  102,28 
S5  1,953  1,915  0,10  5,20  98,04 
S6  0,488  0,502  0,02  3,99  102,77 








wurden  in  Duplikaten  an  fünf  Versuchstagen  analysiert.  Tabelle  23  zeigt  die  Mittelwerte  der 







  Mittelwert [ng/ml]  % CV  Mittelwert [ng/ml] % CV 
QC niedrig  1,02  2,97  1,01  8,27 
QC mittel  4,65  7,03  4,72  7,24 
QC hoch  11,18  9,26  12,49  5,81 
 
(5) Verdünnungslinearität 
Die  Verdünnungslinearität  muss  gegeben  sein,  damit  eine  Probe  mit  einer  Analytkonzentration 
oberhalb des ULOQ durch Verdünnen in den dynamischen Bereich des Assays gebracht werden kann 





Überprüfung  der  Verdünnungslinearität wurden  aufgereinigte  humane  IgG  in  einer  Konzentration 








Unterquantifizierung  vor. Vermutlich basierte dies  auf  einer minimalen Ungenauigkeit  im  initialen 
Verdünnungsschritt.  Insgesamt konnte  jedoch  festgestellt werden, dass eine Verdünnungslinearität 
gegeben ist. 
 











100  479,69  47,97  191,87 
200  68,28  13,66  54,62 
400  54,10  21,64  86,56 
800  29,17  23,34  93,35 
1600  15,58  24,93  99,71 
3200  7,49  23,96  95,83 
6400  3,67  23,49  93,95 
12800  1,81  23,21  92,84 
















Rückrechnung  der  Konzentration  erst  ab  einer  Verdünnung  von  1:160 000 möglich war. Über  die 
komplette  1:2  Verdünnungsreihe  zeigten  die  zurückgerechneten  Konzentrationen  nur  geringe 
Abweichungen (Mittelwert = 10,75 mg/ml und CV = 7,84 %). Insgesamt konnte aufgezeigt werden, dass 























Zur  Ermittlung  einer  geeigneten  Probenverdünnung  wurden  mehrere  Aspekte  gegeneinander 
abgewogen. Zum einen sollten prinzipiell alle Proben in der gleichen Verdünnung gemessen werden 
können. Des Weiteren  sollten die Messwerte möglichst mittig  im dynamischen Bereich des Assays 
liegen.  Und  letztlich  sollte  die  nötige  Anzahl  an  Verdünnungsschritten  gering  sein.  Als  maximal 
auftretende  IgG Konzentration  im Serum bei Vorliegen einer Hyper‐γ‐Globulinämie wurde 100 mg/ml 

























Probe  Gefrierzyklus  Konzentration [ng/ml]  Wiederfindungsrate [%] 
  0  1,27  100,00 
  1  1,25  98,68 
QC niedrig  2  1,24  97,89 
  3  1,19  93,68 
  5  1,16  91,32 
  0  5,95  100,00 
  1  5,32  89,31 
QC mittel  2  5,57  93,56 
  3  5,59  93,90 
  5  5,43  91,27 
  0  16,69  100,00 
  1  15,16  90,83 
QC hoch  2  16,32  97,82 
  3  14,89  89,21 












ausgegangen  werden  konnte.  Dennoch  zeigte  die  Lagerung  für  24 h  bei  RT  in  allen  Proben  den 




Probe  Zeit / Temperatur  Konzentration [ng/ml]  Wiederfindungsrate [%] 
  0  0,89  100,00 
  2 h / RT  0,92  103,37 
  4 h / RT  0,98  110,49 
QC niedrig  24 h / RT  1,03  116,10 
  2 h / 4 °C  0,91  102,62 
  4 h / 4 °C  0,93  104,49 
  24 h / 4 °C  0,90  101,12 
  0  4,57  100,00 
  2 h / RT  4,90  107,29 
  4 h / RT  4,81  105,32 
QC mittel  24 h / RT  5,38  117,72 
  2 h / 4 °C  4,99  109,26 
  4 h / 4 °C  4,87  106,49 
  24 h / 4 °C  4,57  100,00 
  0  11,34  100,00 
  2 h / RT  11,94  105,32 
  4 h / RT  12,79  112,76 
QC hoch  24 h / RT  13,75  121,25 
  2 h / 4 °C  12,82  113,02 
  4 h / 4 °C  13,27  116,99 







Da  es  sich  bei  den  QC  Proben  um  stark  verdünnte  Serumproben  handelt  und  diese  auch  zur 






















































akuter  Infektion und 140 Proben von Patienten mit chronischer HCV  Infektion. Für  jede dieser drei 
Gruppen wurden der Mittelwert, die Standardabweichung, das Minimum und das Maximum bestimmt 














    Mittelwert  Standard‐abweichung  Minimum  Maximum 
HCV Status 
negativ  15,19  4,44  7,28  33,50 
akut  20,78  7,18  2,80  52,60 


















































Anzahl  der  Proben mit  einer  erhöhten  IgG  Konzentration  sowie  deren  prozentualer Anteil  an  der 














negativ  4  3,45  2  1,72 
akut  40  24,39  14  8,54 











BSA‐Mikrosphäre verzichtet wurde. Wie  in Abbildung 32  zu erkennen, bestand weder eine  lineare 








































































4.2 Diagnostische  Relevanz  der  entwickelten  serologischen  HCV 
Assays 
Häufig  ist das Ziel eines  serologischen Diagnostiktests die Unterscheidung von Proben  in „negativ“ 
(gesunde  Spender)  und  „positiv“  (kranke  Spender). Bezogen  auf  die  in  dieser Arbeit  entwickelten 






anschließend entsprechend  ihrer  jeweiligen Klassifikation  in einer Wahrheitsmatrix eingetragen als 
„richtig positiv“, „falsch negativ“, „falsch positiv“ und „richtig negativ“. Die Sensitivität gibt den Anteil 
der korrekt als positiv klassifizierten Proben wieder, die Spezifität hingegen zeigt den Anteil der korrekt 
als  negativ  klassifizierten  Proben  auf. Die  Sensitivität  ist  somit  die  Fähigkeit  des  Tests  tatsächlich 
Kranke als krank zu erkennen und die Spezifität gibt die Fähigkeit des Tests tatsächlich Gesunde als 
gesund  zu  identifizieren  an. Der  positive Vorhersagewert  (PPV) wiederum  spiegelt  den Anteil  der 










Random  Forest  Klassifizierung mit  dem  anti‐HCV‐IgG Assay  und  dem  anti‐HCV‐IgM Assay  in  einer 
Wahrheitsmatrix  dargestellt.  Die  auf  dieser  Basis  berechneten  statistischen  Gütekriterien  sind  in 
Tabelle 31 aufgezeigt. Um als mögliche Diagnostiktests zu dienen, wurde für diese Assays festgelegt, 
dass  die  Sensitivität  einen Mindestwert  von  95 %  und  die  Spezifität  einen Mindestwert  von  90 % 
erzielen  sollten. Die Mindestwerte wurden etwas niedriger angesetzt, da das Ergebnis der Klassifi‐
zierung mit dem klinischen HCV Status, der auf Nachweis der HCV RNA basiert, verglichen wurde. Wie 














    anti‐HCV‐IgG Assay  anti‐HCV‐IgM Assay 
    negativ  positiv  negativ  positiv 
HCV Status  negativ  55  6  51  10 
positiv  5  112  21  96 
 



























dieses  so  gewählt werden,  dass  prinzipiell  keine  Probe  der  gesunden  Spender  noch  als  „positiv“ 
klassifiziert wird, d. h. die Spezifität kann auf 100 % erhöht werden. Dies bedeutet jedoch einen Verlust 
der  Sensitivität,  in diesem  Fall würden dann weniger Proben  von HCV Patienten mit einer akuten 












    Proben mit HCV Status chronisch  Proben mit HCV Status akut  
    negativ  positiv  negativ  positiv 
HCV Status  negativ  61  0  54  7 






























    Proben mit HCV Status chronisch  Proben mit HCV Status akut  
    negativ  positiv  negativ  positiv 
HCV Status  negativ  56  5  49  12 









































    HCV Status akut + chronisch HCV Status chronisch HCV Status akut 
    negativ  positiv  negativ  positiv  negativ  positiv 
HCV 
Status 
negativ  57  4  61  0  55  6 
positiv  5  112  1  32  5  79 
 





Sensitivität [%]  95,73  96,97  94,05 
Spezifität [%]  93,44  100  90,16 
PPV [%]  96,55  100  92,94 
NPV [%]  91,94  98,39  91,67 
 
Zusammenfassend konnte die Untersuchung der Messdaten von 178 Proben mit dem Random Forest 












und  141  Proben  von  Patienten mit  einer  chronischen  HCV  Infektion.  Die Wahrheitsmatrix  dieser 
Untersuchung  ist  in  Tabelle  38  dargestellt  und  die  entsprechend  berechneten  statistischen Güte‐
kriterien sind in Tabelle 39 aufgezeigt. Insgesamt wurden 96,93 % der Proben korrekt klassifiziert. Mit 
einer  Sensitivität  von  97,07 %  und  einer  Spezifität  von  96,58 %  konnte  die Messung  des  finalen 
Probensatzes  sogar  eine  Verbesserung  der  statistischen  Gütekriterien  gegenüber  dem  initialen 
Probensatz erzielen. 
 




    negativ  positiv 



















ist eine gute Möglichkeit um  festzustellen, ob ein entwickelter Test prinzipiell  in der Lage  ist, eine 
ausreichende  diagnostische  Sensitivität  und  Spezifität  zu  erfüllen.  Allerdings  kann  hierbei  nicht 
nachvollzogen werden, welche  Probe wie  klassifiziert wurde. Um  dies  zu  ermöglichen, wurde  ein 
Klassifikationsverfahren  für  den  anti‐HCV‐IgG  Assay  entwickelt.  Dazu  wurden  unterschiedliche 
Herangehensweisen und Analysen genutzt. Außerdem sollte nicht nur eine Klassifizierung in „negativ“ 
und „positiv“ (primäres Testresultat) stattfinden, sondern die als positiv getesteten Proben sollten des 










zunächst  Ausreißer mithilfe  des  Interquartilsabstands  bestimmt  und  aus  dem Datensatz  entfernt. 







Mittel ergab  sich  für die 27 HCV Antigene ein Cut‐Off  von 452 +/‐ 534 MFI, wobei die  Spannweite 
13 MFI – 1631 MFI betrug. Die Spannweite verdeutlicht, dass ein allgemeines Cut‐Off für alle Antigene 









Antigen  Cut‐Off [MFI]    Antigen  Cut‐Off [MFI]   Antigen  Cut‐Off [MFI]
Core_1 g4a  13    NS3_1 g1b  14    NS3 g2c  25 
Core_2 g4a  20    NS4_1  28    NS3_3 g4a  1405 
Core_3 g4a  23    NS5 g1  199    NS4_2  1129 
NS3_1 g4a  442    HCV Mix  20    NS5 g1b  140 
NS3_2 g4a  656    Core g1b  900    c22 g1a  399 
NS5A g4a  52    NS3 g1a  56    5‐1‐1 g1a  1306 
NS5B_1 g4a  1631    NS3_2 g1b  165    5‐1‐1 g4a  1258 
NS5B_2 g4a  86    NS3_3 g1b  64    c100 g4a  751 
NS5B_3 g4a  147    NS3 g1c  76    pNS4A g4a  1204 
 
4.3.2 Reduktion des Antigensatzes 
Im  Hepatitis  C  Virus  sind  insgesamt  zehn  verschiedene  Proteine  enthalten,  wovon  sechs  für  die 
Entwicklung  des  anti‐HCV‐IgG  Assays  verwendet wurden.  Von  jedem  dieser  Proteine wurde  eine 





sind  in  diesem  Fall  jene,  die  eine  Unterscheidung  von  gesunden  Spendern  und  HCV  Patienten 




Zunächst  wurden  p‐Werte  bestimmt,  um  zu  überprüfen  bei  welchen  Antigenen  ein  signifikanter 
Unterschied zwischen den S/CO‐Werten der gesunden Spender und der HCV Patienten besteht. Die 
Gruppe der gesunden Spender bestand aus 117 Proben und die Gruppe der HCV Patienten aus 307 









































































































































gesunde  Spender  von HCV  Patienten  zu  unterscheiden.  Aus  dem Diagramm  für NS5B_2  g4a,  das 



































































































Tabelle  42:  Ergebnisse  der  ROC  Kurven  Analyse.  AUC = Fläche  unter  der  Kurve,  SPIN = Sensitivität  bei  90 %  Spezifität, 
SNOUT = Spezifität bei 95 % Sensitivität. 




Core_2 g4a  0,936  0,907  0,883 
Core_3 g4a  0,939  0,915  0,886 
NS3_1 g4a  0,982  0,983  0,958 
NS3_2 g4a  0,941  0,864  0,704 
NS5A g4a  0,718  0,000  0,495 
NS5B_1 g4a  0,892  0,695  0,485 
NS5B_2 g4a  0,435  0,000  0,222 




NS4_1  0,882  0,644  0,788 
NS5 g1  0,879  0,398  0,570 
HCV Mix  0,937  0,856  0,889 
Core g1b  0,986  0,992  0,941 
NS3 g1a  0,976  0,992  0,945 
NS3_2 g1b  0,949  0,932  0,886 
NS3_3 g1b  0,927  0,831  0,847 
NS3 g1c  0,934  0,873  0,873 
NS3 g2c  0,774  0,000  0,648 
NS3_3 g4a  0,876  0,551  0,661 
NS4_2  0,952  0,831  0,811 





5‐1‐1 g1a  0,951  0,848  0,818 
5‐1‐1 g4a  0,957  0,898  0,824 
c100 g4a  0,910  0,686  0,788 






























    Wilcoxon‐Mann‐ Whitney‐Test  ROC Kurven 
WEKA 
InfoGainAttributeEval 
Antigen  finaler Rang  p‐Wert  Rang AUC‐Wert  Rang InfoGain‐Wert  Rang
Core g1b  1  2,28E‐54  1  0,9861  1  0,677 +/‐ 0,012  1 
NS3_1 g4a  2  1,45E‐53  2  0,9822  2  0,658 +/‐ 0,022  2 
NS3 g1a  3  8,38E‐53  3  0,9759  3  0,65  +/‐ 0,009  3 
c22 g1a  4  3,70E‐48  5  0,9565  5  0,567 +/‐ 0,018  5 
5‐1‐1 g4a  5  2,80E‐48  4  0,9571  4  0,515 +/‐ 0,017  8 
NS4_2  6  2,77E‐47  6  0,9521  6  0,503 +/‐ 0,011  10 
5‐1‐1 g1a  7  4,92E‐47  7  0,9509  7  0,503 +/‐ 0,010  11 
Core_3 g4a  8  1,98E‐46  9  0,9394  10  0,558 +/‐ 0,013  6 
NS3_2 g1b  9  1,24E‐46  8  0,9487  8  0,513 +/‐ 0,016  9 
HCV Mix  10  4,08E‐45  11  0,9365  11  0,568 +/‐ 0,007  4 
Core_2 g4a  11  1,45E‐45  10  0,9357  12  0,554 +/‐ 0,012  7 
NS3_2 g4a  12  5,27E‐45  12  0,9407  9  0,467 +/‐ 0,025  14 
NS3 g1c  13  3,38E‐44  13  0,9344  13  0,493 +/‐ 0,012  12 
NS3_3 g1b  14  9,63E‐43  14  0,9270  14  0,468 +/‐ 0,013  13 
NS3_1 g1b  15  5,47E‐39  16  0,8965  16  0,441 +/‐ 0,007  15 
c100 g4a  16  2,88E‐39  15  0,9104  15  0,379 +/‐ 0,012  18 
Core_1 g4a  17  2,04E‐36  17  0,8824  19  0,441 +/‐ 0,012  16 
NS5B_1 g4a  18  5,17E‐36  18  0,8922  17  0,354 +/‐ 0,016  20 
NS4_1  19  3,40E‐35  19  0,8824  20  0,422 +/‐ 0,012  17 
pNS4A g4a  20  1,32E‐34  20  0,8841  18  0,359 +/‐ 0,039  21 
NS5 g1  21  7,35E‐34  21  0,8792  21  0,373 +/‐ 0,031  19 
NS3_3 g4a  22  2,52E‐33  22  0,8763  22  0,328 +/‐ 0,010  22 
NS5 g1b  23  1,71E‐32  23  0,8692  23  0,298 +/‐ 0,013  24 
NS3 g2c  24  1,14E‐19  24  0,7738  24  0,329 +/‐ 0,016  23 
NS5A g4a  25  2,25E‐13  25  0,7184  25  0,185 +/‐ 0,005  26 
NS5B_3 g4a  26  1,41E‐09  26  0,3194  27  0,254 +/‐ 0,021  25 






































Zur  Überprüfung,  ob  die  Reduktion  des  Antigensatzes  einen  großen  Einfluss  auf  das  mögliche 
Klassifikationsergebnis hat, wurden erneut Analysen mit dem Random Forest Klassifikationsverfahren 




den  S/CO‐Werten  der  Top  12  HCV  Antigene  nach  dem  Random  Forest  Klassifikationsverfahren 














    negativ  positiv 












wurden daher nur diese  sechs Core und NS3 Antigene  (Top 6 HCV Antigene)  genauer betrachtet. 
Zunächst wurde überprüft, welche Proben auf wie vielen Antigenen S/CO‐Werte größer als 1 zeigten. 
In  Tabelle  46  ist  die  Anzahl  an  Antigenen  mit  einem  S/CO‐Wert > 1  innerhalb  der  Gruppen  der 
gesunden Spender  (HCV Status negativ), der HCV Patienten mit einer akuten  Infektion  (HCV Status 








letztlich  geschlossen werden,  dass  bei Vorliegen  von mindestens  vier Antigenen mit  einem  S/CO‐






einen S/CO‐Wert > 1 könnte das Ergebnis  „positiv“ oder  „negativ“  sein. Antigene mit einem S/CO‐
Wert > 1 werden im Folgenden auch als reaktive Antigene bezeichnet. Zur genaueren Untersuchung 

















    0  1  2  3  4  5  6 
HCV Status 
negativ  78  25  12  2  0  0  0 
akut  3  4  3  6  8  22  120 































dass  die  NS3  Antigene  durchaus  häufiger  einen  S/CO‐Wert > 1  aufwiesen  als  die  Core  Antigene. 
Außerdem zeigten interessanterweise einige HCV Patienten mit einer chronischen Infektion z. T. keine 
oder  sehr  geringe  Reaktivität  gegenüber  den  Core Antigenen,  aber  hohe  Reaktivität  auf  den NS3 
Antigenen. Hieraus wurde gefolgert, dass die genauere Definition der Grenze zwischen gesunden und 
kranken Personen nur über die NS3 Antigene möglich sei. Um diese NS3‐Grenze aus dem Übungs‐
probensatz  zu bestimmen, wurden die Proben der  gesunden  Spender, die ein oder mehr  reaktive 
Antigene zeigten, herausgesucht und die Summe der S/CO‐Werte der reaktiven NS3 Antigene gebildet 
(NS3‐Summensignal). Von diesen 19 identifizierten Proben wurden der Mittelwert und die Standard‐
abweichung  von  den  NS3‐Summensignalen  berechnet.  Die  NS3‐Grenze  wurde  folgendermaßen 
definiert: Mittelwert  +  1x  Standardabweichung. Dabei  ergab  sich  ein Wert  von  12,5  für  das NS3‐
Summensignal. Diese NS3‐Grenze sollte wiederum nur bei Proben mit genau drei reaktiven Antigenen 








92,52 %  und  insgesamt  konnten  95,11 %  der  Proben  korrekt  klassifiziert  werden.  Mit  diesem 
Klassifikationsverfahren  bestehend  aus  den  obenstehenden  drei  Regeln  konnte  somit  das  beste 
Gesamtergebnis  im Übungsprobensatz erzielt werden. Daher wurde dieses Klassifikationsverfahren 
anschließend auf den vollständigen Probensatz, der aus 424 Proben bestand, angewendet. Daraus 
ergaben  sich das  in  Tabelle  47 dargestellte  Klassifikationsergebnis und die  entsprechenden  statis‐
tischen  Gütekriterien  in  Tabelle  48.  Dieses  entwickelte  Klassifikationsverfahren  für  das  primäre 












    negativ  positiv 
HCV Status  negativ  117  0 
positiv  11  296 
 













wurde  dieselbe  Untersuchung mit  den  Top  6  HCV  Antigenen  durchgeführt.  Hierbei  konnte  kein 






























mit HCV  Status  chronisch  korrekt klassifiziert werden, bei den HCV Patienten mit akuter  Infektion 
konnten allerdings nur 57 der 155 Proben (36,77 %) richtig klassifiziert werden. Zur Untersuchung der 
Kombination aus der Klassifizierung durch die AC‐Grenze und der ALT‐Aktivität wurden auf die HCV 






Durch  die  Anwendung  dieser  Regeln  konnten  89,71 %  Proben  richtig  klassifiziert  werden.  Die 






HCV  Infektion  lag bei den verwendeten Proben  im Mittel 1,8 +/‐ 2,17 Monate  (0,1 – 8,75 Monate) 











Vergleich  von  HCV  Patienten  mit  akuter  und 
chronischer  Infektion.  Für  das  Histogramm  wurden 
jeweils  155  Proben  von  Patienten  mit  akuter  HCV 
Infektion (HCV akut) und 141 Proben von Patienten mit 
einer  chronischen  HCV  Infektion  (HCV  chronisch) 
verwendet. 
 




    akut  chronisch 






Probensatzes  bestimmt  werden  können.  Zur  Lösung  dieses  Problems  wurde  eine  Methode,  die 
sogenannte  Grenzproben  benutzt,  angewendet.  Der Mittelwert  des  Top 6‐Summensignals  von  15 
Proben, die im Bereich der AC‐Grenze +/‐ 2x Standardabweichung lagen (Grenzproben), wurde als AC‐
Grenze in der neuen Herstellungscharge des HCV‐Microarrays gesetzt. Bei den 15 Proben handelte es 
sich  um  sechs  Proben  von  HCV  Patienten  mit  akuter  Infektion,  fünf  Proben  von  Patienten  mit 
chronischer HCV g4 Infektion und vier Proben von Patienten mit chronischer HCV g1 Infektion. Die mit 
dieser Grenzproben‐Methode errechnete AC‐Grenze zeigte lediglich eine Abweichung um 4,63 % von 



























































statistische Gütekriterien  des  INNOTEST HCV Ab  IV wird  vom Hersteller  für  die  Spezifität  99,80 % 
angegeben  und  für  die  Sensitivität  100 %. Diese Werte wurden  durch  einen  Vergleich mit  einem 
Referenztest, der ebenfalls auf dem Nachweis von anti‐HCV Antikörper basiert, ermittelt. 
Bei  den  368  Proben  handelte  es  sich  um  116  Proben  von  gesunden  Spendern,  118  Proben  von 
Patienten mit akuter HCV Infektion und 134 Proben von Patienten mit einer chronischen HCV Infektion. 
Der  klinische  Status  der  Proben  wurde  mittels  PCR  bestimmt.  Für  einen  Vergleich  der  Proben‐
klassifizierung wurden die Proben der gesunden Spender als „negativ“ bezeichnet und die Proben der 
insgesamt  252  HCV  Patienten  als  „positiv“.  In  Tabelle  50  sind  die  Klassifizierungsergebnisse  des 
INNOTEST  HCV  Ab  IV  und  des  anti‐HCV‐IgG  Assays  dargestellt.  Die  statistischen  Gütekriterien 
Sensitivität,  Spezifität,  positiver  Vorhersagewert  und  negativer  Vorhersagewert  sind  in  Tabelle  51 
aufgezeigt. Mit beiden Tests konnte eine Spezifität von 100 % erzielt werden, d. h. keine HCV negative 



















    INNOTEST HCV Ab IV  anti‐HCV‐IgG Assay 
    negativ  positiv  negativ  positiv 
HCV Status  negativ  116  0  116  0 



















































    INNO‐LIA™ HCV Score  anti‐HCV‐IgG Assay 
    negativ  positiv  negativ  positiv 
klinischer 
Status 
negativ  5  0  5  0 

















HCV‐IgG  Assay  ein  ähnliches  Auswertungsschema  wie  für  den  INNO‐LIA™  HCV  Score  erarbeitet 
werden. Ausgehend von der Messung des vollständigen Probensatzes, der aus 424 Proben bestand, 
wurde für jedes Antigen der Top 12 HCV Antigene jeweils der maximale S/CO‐Wert bestimmt. Mithilfe 
von  diesem maximalen  S/CO‐Wert wurden  fünf  Levels  definiert,  die  ein Maß  für  die  Reaktivität 
darstellen  sollen.  Je  höher  das  Level,  desto  stärker  die  Reaktivität.  Ähnlich  wie  bei  der  Cut‐Off 
Bestimmung wären fünf allgemeine Levels für alle Antigene nicht sinnvoll. Die berechneten Level 1 bis 
Level 4 sind  in Tabelle 54 dargestellt. Alle Werte, die größer als Level 4 waren, wurden als Level 5 
















Core_3 g4a  2018  404  807  1211  1614 
Core g1b  80  16  32  48  64 
c22 g1a  123  25  49  74  98 
NS3_1 g4a  79  16  32  48  63 
NS3 g1a  934  187  374  560  747 
NS3_2 g1b  317  63  127  190  254 
NS4_2  82  16  33  49  66 
5‐1‐1 g4a  47  9  19  28  38 
c100 g1a  77  15  31  46  61 
NS5A g4a  847  169  339  508  678 
NS5B_1 g4a  36  7  14  21  29 











































































































Nachdem  die  Entwicklung  und  Validierung  des  serologischen  anti‐HCV‐IgG  Assays,  die  Implemen‐
tierung  eines  Klassifikationsverfahrens  und  der  Vergleich mit  zwei  kommerziell  erhältlichen  HCV 
Diagnostiktests  erfolgreich  abgeschlossen werden  konnte, wurden  Serum‐  und  Plasmaproben  von 
Patienten untersucht, die sich in verschiedenen Phasen einer HCV Infektion befanden. Hierfür standen 
sowohl Einzelproben von Patienten mit akuter oder chronischer HCV Infektion zur Verfügung als auch 
Proben  aus  Zeitreihen  über  einen  gewissen  Zeitraum  nach  einer  erfolgten  HCV  Infektion  von  33 
verschiedenen Personen.  
Obwohl  der  anti‐HCV‐IgM  Assay  erfolgreich  entwickelt  und  validiert  wurde,  konnte  keine  aus‐













deutlich,  dass  z. T.  auch  in  gesunden  Spendern  leichte  Reaktivitäten  gegenüber  einzelnen  HCV 
Antigenen gemessen werden können. Dennoch lassen sich die HCV negativen Proben optisch deutlich 
von  den  HCV  positiven  Proben  unterscheiden.  Innerhalb  der  HCV  Patienten  lässt  sich  in  dieser 
Darstellung jedoch kein direkter Unterschied der Immunprofile erkennen.  
Zur genaueren Untersuchung der Unterschiede zwischen gesunden Spendern und HCV Patienten mit 
akuter oder  chronischer  Infektion wurde daher  eine hierarchische Clusteranalyse durchgeführt.  In 
Abbildung 39  sind die Proben  sortiert nach  ihrer Ähnlichkeit  in einer Heatmap dargestellt. Hierbei 
ergaben sich fünf optisch voneinander unterscheidbare Cluster.  In Tabelle 56  ist eine Übersicht der 
Cluster  gezeigt,  wobei  die  Antikörperreaktivitäten  gegenüber  den  verschiedenen  HCV  Protein‐

















Proben  des  Clusters)  ermittelt werden.  Im  Gegensatz  jedoch  zum  dritten  Cluster wurde weniger 
Reaktivität auf der NS4‐Region und auf dem Antigen HCV Mix erhalten. 











































































































































































































































































































































































































































intensität,  welche  bis  zu  einem  gewissen  Grad  die  jeweilige  Menge  eines  bestimmten  anti‐HCV 
Antikörpers  wiederspiegelt,  wurden  Histogramme  mit  jeweils  zehn  Wertebereichen  von  beiden 
Gruppen  erstellt.  Hierbei  wurde  jedes  HCV  Antigen  einzeln  betrachtet.  Zur  Erstellung  der  Histo‐
gramme wurde der gesamte Bereich, in dem S/CO‐Werte für ein Antigen auftraten, ab dem S/CO‐Wert 




























































































































Bei den HCV Patienten mit akuter  Infektion wurden häufiger Werte  im unteren  Intensitätsbereich 
erhalten. Auch S/CO‐Werte < 1, welche eine Nicht‐Reaktivität bedeuten, konnten sehr viel seltener bei 
den HCV Patienten mit chronischer Infektion beobachtet werden. Insgesamt waren 83,73 +/‐ 6,49 % 
der  HCV  Patienten mit  akuter  Infektion  und  96,31 +/‐ 1,84 %  der  HCV  Patienten mit  chronischer 
Infektion auf der Core‐Region reaktiv. Des Weiteren zeigte sich, dass sehr andersartige Histogramme 
erhalten werden  können, wenn  zur Herstellung  des  Antigens  unterschiedliche  E. coli  Expressions‐
stämme verwendet wurden  (vgl. Core_1 g4a  in Abbildung 40‐A und Core_2 g4a  in Abbildung 40‐B). 
Außerdem konnte bei Verwendung der Proteinsequenz eines anderen HCV Genotypen (Core g1b  in 
Abbildung  40‐C),  bzw.  eines  Teilbereichs  der  Core‐Region  (c22 g1a  in  Abbildung  40‐D),  eine 
Verschiebung  der  Reaktivitäten  beider  betrachteter Gruppen  in  den  jeweilig  höheren  Intensitäts‐
bereich beobachtet werden. 
 




Antigenversionen  des  HCV  Genotyps  4  (NS3_1 g4a  und  NS3_2 g4a)  jeweils  eine  Ausnahme.  Der 
Unterschied  zwischen  diesen  zwei  Antigenversionen  lag  darin,  dass  NS3_1 g4a  nativ  aufgereinigt 































Von  allen NS4 Antigenen wiesen die meisten  Patienten mit  akuter HCV  Infektion  gegenüber dem 
Antigen  5‐1‐1 g4a  (Abbildung  42‐C)  eine Reaktivität  auf. Anders  als  zuvor  beobachtet,  zeigten  die 
Patienten mit HCV Status chronisch, abgesehen von NS4_1 (Abbildung 42‐A), eine relativ gleichmäßige 



















































































































Infektion  keine  Reaktivität  (S/CO‐Werte < 1).  Insgesamt  lagen  bei  einer  akuten  HCV  Infektion  die 
meisten, bzw. bei einer chronischen HCV Infektion mindestens 46,1 % (bis zu 85,1 % bei NS5B_1 g4a) 
der Messwerte  in den beiden unteren Wertebereichen. Vor allem bei den Antigenen NS5B_1 g4a 
(Abbildung  43‐B),  NS5B_2 g4a  und  NS5B_3 g4a  (jeweils  nicht  dargestellt)  zeigten  sehr  wenige 
Patienten  S/CO‐Werte  größer  als  der  dritte  Wertebereich.  Ohne  Berücksichtigung  der  Antigene 
NS5B_2 g4a  und  NS5B_2 g4a  waren  insgesamt  61,45 +/‐ 11,48 %  der  HCV  Patienten  mit  akuter 
Infektion  und  85,11 +/‐ 14,34 %  der  HCV  Patienten mit  chronischer  Infektion  auf  der  NS5‐Region 






























































































Normalverteilung  der  Reaktivitätsintensitäten.  Bei  den  Patienten mit  einer  akuten  HCV  Infektion 

































































































































Cluster  in  Abbildung  44)  befanden  sich  Proben,  die  generell  sehr  geringe  S/CO‐Werte  auf  allen 
Antigenen  hatten.  Die  Proben  im  zweiten  Cluster  (grünes  Cluster  in  Abbildung  44)  zeigten  v. a. 
Reaktivitäten  auf  der  Core‐Region,  wohingegen  die  Proben  im  dritten  Cluster  (blaues  Cluster  in 
Abbildung 44) kaum Reaktivität auf der Core‐Region aufwiesen. Die Anzahl der Proben mit und ohne 
spontane HCV Eradikation war in allen drei Clustern allerdings nahezu gleich, d. h. mit dieser Analyse 






















































































































































































HCV g1  und  48  Proben  von  Patienten  mit  HCV g4  zur  Verfügung.  Die  Reaktivitäten  gegenüber 
verschiedenen HCV Antigenen wurden vergleichend untersucht.  
In  der  Verteilung  der  Reaktivität  gegenüber  den  Antigenen  der  Core‐Region  und  der NS5‐Region 
konnten prinzipiell keine Unterschiede zwischen den Patienten mit HCV g1 oder HCV g4 festgestellt 













Bei  zwei  Antigenen  der  NS4‐Region  konnten  ebenfalls  kleinere  Unterschiede  festgestellt werden. 
Hierbei handelt es sich um das Peptid 5‐1‐1, das jeweils entsprechend der Proteinsequenz aus HCV g1a 
und HCV g4a synthetisiert wurde. Das Peptid besteht aus 42 Aminosäuren und die beiden Genotyp‐
spezifischen  Sequenzen  unterscheiden  sich  an  neun  Positionen.  Die  Verteilung  der  Reaktivität 
gegenüber  diesen  beiden  Antigenen  ist  in  Abbildung  46  dargestellt.  Auf  dem  Antigen  5‐1‐1 g1a 
(Abbildung  46‐A)  verteilten  sich  64 %  der  Patienten  mit  HCV g1  auf  den  sechsten  bis  neunten 































































S/CO‐Werte  im  sechsten bis zehnten Wertebereich erreichen.  Im Vergleich dazu waren es bei den 
HCV g1 Patienten nur 27 %.  Interessanterweise zeigten  jeweils zwei Patienten keine Reaktivität auf 
dem  Antigen,  das  nicht  demselben  Genotyp  entsprach,  d. h.  zwei  HCV  g1  Proben  hatten  keine 



















    Genotyp 1  Genotyp 4 













































































































































































































































































0,5  288000  465  27  22  29  41  10  2 
1,75  574  688  38  38  48  35  39  2 
3,25  737  962  47  41  56  50  70  4 
6,5  0  1296  59  49  69  42  101  5 
Patient 2 
0,2  634700  11  4  21  88  10  4  4 
0,75  440  201  24  34  291  22  33  3 
3  0  64  8  19  113  7  14  3 
5,5  0  57  6  20  92  9  13  6 
Patient 3 
1,5  3852  73  10  24  33  2  23  1 
3,25  21  1134  57  50  207  42  184  131 
5,25  0  680  44  46  128  25  95  232 
Patient 4 
0,75  342  72  11  30  296  28  8  0 
1,75  28375  80  12  27  576  158  12  1 
7  0  50  7  22  355  113  24  2 
Patient 5 
0,5  21  302  26  30  61  5  64  4 
3  550  1027  53  36  224  37  341  269 


































































Core_1 g4a  11  37  49  52  62  ‐  0  68  0  72 
Core_3 g4a  13  32  60  62  81  73  53  74  1  79 
Core g1b  26  35  78  53  88  58  94  87  8  82 
c22 g1a  35  41  93  46  93  74  ‐  92  40  85 
NS3_1 g4a  36  56  91  83  104  88  101  100  24  82 
NS3 g1a  8  39  62  62  80  60  100  85  1  52 
NS3_2 g1b  6  33  60  71  75  73  100  94  0  50 
NS3 g1c  5  24  64  68  73  69  102  95  0  53 
NS3 g2c  6  89  79  100  85  79  ‐  0  0  71 
5‐1‐1 g1a  11  ‐  55  42  63  48  75  57  98  82 
5‐1‐1 g4a  14  ‐  99  91  78  98  82  85  102  80 
NS5A g4a  15  ‐  209  ‐  86  70  ‐  67  0  47 
NS5B_1 g4a  0  ‐  101  102  54  79  61  70  0  ‐ 






Bei den 20 Patienten mit  einem  chronischen HCV  Infektionsverlauf  konnten  sehr unterschiedliche 











festgestellt  werden.  Ab  dem  2.  Monat  konnten  auch  gegen  das  Antigen  5‐1‐1 g4a  Antikörper 
nachgewiesen werden. Bei den anderen Antigenen der NS4‐Region konnten jedoch erst in der Probe 
von Monat 6 deutliche Reaktivitäten gemessen werden. Keines der Antigene der NS5‐Region zeigte bei 
0,3 Monaten  einen  deutlichen  S/CO‐Wert. Die  Probe  vom  Zeitpunkt  1 Monat  allerdings wies  für 
NS5A g4a,  NS5 g1  und  NS5 g1b  eindeutige  Signale  auf.  Keines  der  NS5B  Antigene  konnte  in  der 



































































































































































im  6. Monat  konnten  nicht  alle  Core  Antigene  hohe  Signale  erzielen.  Erst  zum  Zeitpunkt  von  12 
Monaten  wurden  starke  Reaktivitäten  gemessen.  Im  Gegensatz  dazu  zeigten  sich  auf  fast  allen 
Antigenen der NS3‐Region schon zu Beginn hohe S/CO‐Werte. Diese erhöhten sich bis zum 12. Monat. 
Ebenfalls unterschiedlich zu Patient 1 waren die Ergebnisse auf der NS4‐Region. Abgesehen von dem 
S/CO‐Wert  von 0,3 Monaten  konnte  innerhalb  von 6 Monaten  keine Reaktivität  auf dem Antigen 
NS4_1  festgestellt werden.  Alle  anderen  Antigene  der  NS4‐Region  zeigten  einen  kontinuierlichen 
Anstieg der S/CO‐Werte. Auf Antigenen der NS5‐Region konnten schon initial Reaktivitäten detektiert 
werden. Während die Signale bei NS5A g4a bis zum 6. Monat anstiegen, gab es bei NS5 g1 und NS5 g1b 
eine Verringerung bei den Monaten 2 und 3.  Zum  letzten  Zeitpunkt  konnten  sogar  auf den NS5B 
Antigenen deutliche Signale gemessen werden. 





NS4‐ und NS5‐Region  konnte  ein Rückgang der  S/CO‐Werte nach  19 Monaten detektiert werden. 





















fluktuierende Verläufe  (z. B.  Core_3 g4a  in Abbildung  49‐A)  der Reaktivitäten  beobachtet werden. 





















































































































































(grüne  Linie  in  Abbildung  49‐F)  zeigte  eine  weitere  Variante.  Hier  konnte  eine  wannenförmige 
Veränderung festgestellt werden. Die S/CO‐Werte auf dem Antigen c100 g4a bei Patient 2 (grüne Linie 
in  Abbildung  49‐D)  verhielten  sich  interessanterweise  genau  gegenläufig  zur  Viruslast. Obwohl  in 
Abbildung 48 nicht ersichtlich, traten bei Patient 3 bei manchen Antigenen, wie z. B. Core_3 g4a (rote 
Linie  in Abbildung 49‐E), Schwankungen der Reaktivität auf. Bei dem ebenfalls aus der Core‐Region 
stammenden  Antigen  c22 g1a  (rote  Linie  in  Abbildung  49‐F)  konnten  jedoch  keine  oder  kaum 



















Im Allgemeinen treten bei der humoralen  Immunantwort  IgM Antikörper noch vor  IgG Antikörpern 
auf, weshalb  eine Messung  von  IgM  Antikörpern  zur  Erfassung  der  frühen  serologischen  Immun‐
antwort  dient.  Für  die  Untersuchung  von  anti‐HCV  IgM  Immunprofilen  wurde  zunächst  ein  ent‐
sprechendes Cut‐Off für den anti‐HCV‐IgM Assay berechnet und anschließend S/CO‐Werte ermittelt. 





durchgeführt.  In  Abbildung  50  sind  die  Proben  sortiert  nach  ihrer  Ähnlichkeit  in  einer  Heatmap 
dargestellt. Hierbei ergaben sich zwei optisch voneinander unterscheidbare Cluster. Im ersten Cluster 






Core‐Region.  Lediglich  auf  den Antigenen NS4_1  und HCV Mix  konnten  ebenfalls  verhältnismäßig 
häufig Reaktivitäten beobachtet werden. 
Aus dieser hierarchischen Clusteranalyse wird deutlich, weshalb die diagnostische Relevanz des anti‐










































































































































































pathogen‐Assay  hilfreich  sein,  der  gleichzeitig  eine  Infektion  mit  einem  anderen  Hepatitis  Virus 
ermöglicht. Außerdem  tritt als Symptomatik bei einer HCV  Infektion nicht nur ein  Ikterus und eine 




















Assays  technisch  validiert. Hierfür  standen  allerdings  keine  geeigneten Materialien  von NIBSC  zur 






























Mittelwert  3,9  5,5  4,7  6,3 
Standardabweichung  1,5  1,9  2,6  3,1 
Minimum  1,1  2,2  1,1  1,4 
































































































































QC positiv 1 QC positiv 2 QC positiv 3 QC negativ
























    HAV akut  HBV akut  HCV akut  HCV negativ 
klinischer 
Status 
HAV akut  17  2  1  0 
HBV akut  3  12  4  1 
HCV akut  1  3  16  0 
HCV negativ  1  1  0  24 
 
Zur  Veranschaulichung  und  genaueren  Untersuchung  der  Reaktivitäten wurde  eine  Heatmap  der 
Reaktivitäten dieser Proben erstellt (Abbildung 52). Bei den HAV Patienten wurden v. a. Signale auf 
den HAV Antigenen VP4‐VP2, VP3 und VP1 erhalten. Bei den Proben der Patienten mit akuter HBV 
Infektion  zeigten  18  Patienten  Signale  auf  dem  HBV  Antigen  HBc.  Zusätzlich  wurden  z. T.  auch 
Reaktivitäten auf den anderen HBV Antigenen detektiert. Allerdings wurde in dieser Darstellung auch 
ersichtlich, weshalb sich die HBV Patienten schlechter klassifizieren ließen. Vier Patienten zeigten u. a. 







































































































































    HAV akut  HBV akut  HCV akut 
klinischer 
Status 
HAV akut  19  1  0 
HBV akut  0  17  3 








































































































Multipathogen‐Assay  untersucht.  In  Abbildung  54  sind  die  IgG  Immunprofile  von  117  gesunden 
Spendern (HCV negativ) und von 307 HCV Patienten (HCV akut und HCV chronisch) im Multipathogen‐
Assay dargestellt. Die Proben wurden nach  ihrer Herkunft  (Ägypten,  Frankreich und USA)  sortiert. 
Sowohl  bei  den  HCV  Patienten  als  auch  bei  den  gesunden  Spendern  konnten  Reaktivitäten  auf 
Antigenen  verschiedener  Pathogene  gemessen  werden.  Da  allerdings  kein  Probenmaterial  von 
Personen  ohne  Vorgeschichte  für  diese  Pathogene  verfügbar war,  konnte  kein  Cut‐Off  berechnet 
werden.  Um  dennoch  die  gemessenen  Reaktivitäten  besser  beurteilen  zu  können,  wurde  ein 
willkürliches Cut‐Off von 500 MFI verwendet. 
Am auffälligsten  in Abbildung 54 sind die Reaktivitäten gegenüber den EBV Antigenen, v. a. EBNA‐1 
und  p23. Bei Anwendung des willkürlichen Cut‐Offs  zeigten  92,2 % der untersuchten  Proben  eine 
Reaktivität gegenüber EBNA‐1 und 94,3 % der Proben gegenüber p23. Die Häufigkeit der Reaktivität 
gegenüber  den  Antigenen  EA  und  p18  lag  allerdings  bei  38,7 %  und  62,5 %.  Auch  auf  den  CMV 
Antigenen wurden häufig Reaktivitäten erhalten. Dabei zeigten die Antigene Pp150, Pp28, Pp38 und 
das CMV Lysat in 77,8 % – 81,3 % der Proben Reaktivitäten > 500 MFI. Allerdings zeigten die Proben 




aus  Frankreich  (ca.  70 %)  als  in  den  Proben  aus Ägypten  (ca.  50 %)  oder  aus  den USA  (ca.  15 %) 
auftraten. Auf den H. pylori Lysaten hingegen konnte bei den Proben aus Ägypten (ca. 80 %) häufiger 
Reaktivität gemessen werden,  im Vergleich mit den Proben aus Frankreich  (ca. 25 %) und den USA 
(ca. 60 %). Durchaus  seltener  zeigten  sich bei Antigenen  anderer Hepatitis Viren hohe Messwerte, 
wobei die Proben von gesunden Spendern relativ häufig Reaktivität auf den HBs Antigenen zeigten, 
























entwickelt.  Hierbei  handelte  es  sich  einerseits  um  einen  Assay  zur  Detektion  von  anti‐HCV‐IgG 









der  Immobilisierung  ebenfalls die  als Verunreinigungen  enthaltenen  E. coli  Proteine  an die Mikro‐
sphären gebunden wurden. Die Zugabe von ECL  im Probenpuffer konnte falsch positive Signale und 






nutzen  einen  Zusatz  von GST  im  Probenpuffer  in  Form  von  einem GST‐ECL, um Antikörpersignale 
















der  Probe  QC  negativ  waren  alle  CV  Werte  beim  anti‐HCV‐IgG  Assay  kleiner  als  die  gesetzten 







Auch  die  Stabilität  der Antikörper  in  der  Probe  schien  gegeben  zu  sein. Nur  bei  Proben mit  sehr 
niedrigen Messwerten traten gelegentlich größere prozentuale Abweichungen auf. Zudem wurde nicht 
nur die Stabilität der Antikörper  in der Probe betrachtet, sondern auch die Stabilität der  immobili‐











wird diese Vermutung  dadurch,  dass der His‐Tag  von NS3_1 g4a nach  Immobilisierung  auf Mikro‐
sphären  nicht  mehr  nachweisbar  war.  Bei  der  Analyse  im  Western  Blot,  bei  dem  das  Protein 
denaturiert vorliegt, konnte der His‐Tag  jedoch detektiert werden, zudem erfolgte die Aufreinigung 
über den His‐Tag. Wenn eine Verringerung des His‐Tag Signals oder des GST Signals erst nach einem 
gewissen  Zeitraum  eintrat,  könnte  hierfür  eine  Veränderung  der  Faltung  des  Proteins  auf  der 
Mikrosphäre  eine  Erklärung  sein.  Möglicherweise  könnte  z. B.  eine  Änderung  der  Faltung  des 
immobilisierten  NS5B_1 g4a  Antigens  stattgefunden  haben,  wodurch  eine  His‐Tag  Detektion 
erschwert, aber die Reaktivität in den Proben erhöht wurde. Generell muss eine schlechte His‐Tag oder 












Immobilisierung  angenommen.  Trotz  CVs  größer  als  20 %  in  der  His‐Tag  Detektion  und  bei  der 
Reaktivität in der Probe, zeigte NS5B_1 g4a eine recht hohe Korrelation der Messwerte eines größeren 










systems eingesetzt  [87]. Auf den drei Kontroll‐Mikrosphären  für die Pufferkomponenten konnte  im 
anti‐HCV‐IgG Assay eine Abhängigkeit der Signalhöhe vom Krankheitszustand beobachtet werden. Als 
Ursache hierfür wurde u. a. eine mögliche Beteiligung von Rheumafaktoren (RF) vermutet. RF können 
aus  verschiedenen  Klassen  der  Immunglobuline  stammen  (IgM,  IgG,  IgA,  IgE),  aber  in  diesem 
Zusammenhang wurden RF der Klasse  IgM  (IgM‐RF)  vermutete, da diese durch  ihren pentameren 
Aufbau  und  ihre  Bindungsfähigkeit  an  den  Fc‐Teil  von  IgG  als  Brücken  fungieren  können.  Durch 
Anwesenheit von IgM‐RF in einer Probe können sonst frei vorliegende Antikörper der Klasse G an den 
RF gebunden werden und eine geringe, messbare IgG Bindung an den Kontroll‐Mikrosphären könnte 
durch  die  Bindung  von  RF  verstärkt  werden.  RF  werden  bei  ungefähr  70 %  der  Patienten  mit 
Rheumatoider Arthritis  (RA)  gefunden,  allerdings  auch  bei  10 %  der  Erwachsenen  ohne  RA  [112]. 















nicht  zielführend.  Daher  wurde  ein  weiterer  Puffer  getestet,  der  IgM‐vermittelte  Interferenzen 




Infektion mit HCV auftreten kann  [28, 92‐94, 100]. Zur Überprüfung der  IgG Konzentration  in den 
Proben wurde  ein Assay  zur Quantifizierung  humaner  Immunglobuline G  entwickelt  (siehe  4.1.6). 


















Signal  wie  bei Waterboer  et  al.  [125]  oder Michel  et  al.  [108]  von  den  Antigenen,  die  GST  als 
Fusionspartner haben,  subtrahiert werden, entstünden  z. T.  sehr negative Werte  (ca.  ‐13000 MFI). 






keine  spezifische  Reaktivität  handeln,  da  durch  den  Zusatz  von  ECL  und  GST  im  Probenpuffer 
Antikörper gegen E. coli Proteine und gegen GST blockiert werden. Dennoch kann nicht ausgeschlossen 
werden,  dass  es  sich  hierbei  um  eine  spezifische  Reaktivität  handelt,  da  möglicherweise  die 
zugegebene  Menge  an  GST  nicht  ausreichend  war.  Die  Subtraktion  des  Signals  von  der  GST‐
Mikrosphäre würde vermutlich spezifische Antigen‐Signale unterdrücken, da die immobilisierte Menge 
an GST  auf  der  GST‐Mikrosphäre  höchstwahrscheinlich  nicht  korrespondierend mit  der  immobili‐
sierten Menge an GST auf einer entsprechenden Antigen‐Mikrosphäre ist. Eine Erklärung und Lösung 
für die GST‐Reaktivität konnte bisher nicht gefunden werden.  In Bezug auf zukünftige serologische 




Zur  Bestimmung  der  diagnostischen  Relevanz  der  beiden  entwickelten  serologischen  HCV  Assays 
wurde ein initialer Probensatz mit beiden Assays gemessen und anschließend klassifiziert. Das Random 
Forest Klassifikationsverfahren, das mit der Software WEKA durchgeführt werden kann, ist eine gute 







Assay  hervorragend  geeignet  ist,  um  gesunde  Spender  und HCV  Patienten mit  einer  chronischen 
Infektion  zu unterscheiden. Allerdings war bei den HCV Patienten mit einer  akuten  Infektion eine 
vollständige Unterscheidung von den gesunden Spendern nicht möglich. Wie schon erwähnt, wurde 



















entwickelt,  um  einen  Vergleich mit  zwei  kommerziell  erhältlichen Diagnostiktests  durchführen  zu 
können. Außerdem wurde nicht nur eine Klassifizierung  in  „negativ“ und  „positiv“  (primäres Test‐
resultat) angestrebt,  sondern die als positiv getesteten Proben  sollten des Weiteren entsprechend 
ihrem  HCV  Status  in  „akut“  oder  „chronisch“  (sekundäres  Testresultat)  klassifiziert werden.  Kein 
kommerziell  erhältlicher  Diagnostiktest  ist  bisher  in  der  Lage,  HCV  Patienten  mit  akuter  oder 
chronischer  Infektion  zu unterscheiden. Der HCV Status kann bei der Entscheidung, eine antivirale 
Therapie  einzuleiten  eine  Rolle  spielen.  Einerseits wurde  gezeigt,  dass  Patienten mit  akuter  HCV 
Infektion besser auf eine Therapie ansprechen und dass die Behandlung der akuten Hepatitis C das 
Risiko einer chronischen Infektion stark reduziert [129‐132]. Andererseits könnte bei Vorliegen einer 






































































































den Mittelwert  der  S/CO‐Werte  eines  Patienten  über  die  Zeitreihe  und  verwendeten  diesen  im 
Regressionsmodell.  Dieser  gemittelte  S/CO‐Wert  eines  Patienten  kann  jedoch  das  Ergebnis 
verfälschen, denn bei einem Überschuss an Proben, die niedrige S/CO‐Wert aufweisen, würde der 
gemittelte  S/CO‐Wert  ebenfalls  niedriger  sein,  wodurch  die  Trennung  von  HCV  Patienten  mit 
chronischer Infektion erleichtert werden würde. Im Gegensatz dazu führt ein Überschuss an Proben 
mit  einem  hohen  S/CO‐Wert  zu  einer  Erhöhung  des  gemittelten  S/CO‐Werts,  wodurch  die 
Unterscheidung von HCV Patienten mit chronischer Infektion erschwert werden würde. Solange die 







zu   Klimashevskaya et al. und Araujo et al. wurden  in dieser Arbeit  für das Klassifikationsverfahren 




unterscheiden,  z. B.  das  Monitoring  der  Viruslast  [146]  oder  die  Messung  der  Variation  des 
Antikörpertiters [147]. Neben der typischen klinischen Symptomatik kann  lediglich bei einem Nach‐
weis  der HCV  RNA  und  gleichzeitiger  Seronegativität mit  hoher  Sicherheit  von  einer  akuten HCV 












Der  entwickelte  anti‐HCV‐IgG  Assay wurde mit  zwei  kommerziell  erhältlichen Diagnostiktests  ver‐
glichen.  Als  Vergleichstests  dienten  der  Enzymimmunoassay  INNO‐TEST  HCV  Ab  IV  und  der  Line‐
Immunoassay  INNO‐LIA™  HCV  Score.  Beide  Tests  wurden  von  der  WHO  evaluiert  und  als 
aussagekräftig befunden [104].  


































kationsverfahren  auch nicht  als  „HCV positiv“  eingestuft werden. Die hierarchische Clusteranalyse 
zeigte  zudem,  dass  die  Immunprofile  der  HCV  Patienten  in  vier  verschiedene  Gruppen  eingeteilt 
werden konnten. Eine Gruppe zeigte generell starke Reaktivitäten auf allen HCV Protein‐Regionen, 





















Patienten  sogar  z. T. erst  Jahre nach der  Infektion. Beim Vergleich der Verteilung der Reaktivitäts‐




















Die  hierarchische  Clusteranalyse  der HCV  IgG  Immunprofile  von  Patienten mit  oder  ohne  spätere 
spontane Eradikation des Hepatitis C Virus ergab zwar drei unterscheidbare Cluster, allerdings war die 
Anzahl der Proben mit und ohne  spontane Eradikation  in allen Clustern nahezu  gleich. Mit dieser 





die  Einleitung  einer  antiviralen  Therapie  ist  es  von  Vorteil  schon  frühzeitig  eine  Abschätzung  zur 
Wahrscheinlichkeit, ob eine spontane Eradikation des Virus eintreten wird, abgeben zu können. Daher 
wäre  die  Entdeckung  eines  HCV  IgG  Immunprofils,  das  eine  solche  Abschätzung  ermöglicht, 
wünschenswert.  Bisher  wurden  nur  Antikörper  gegen  die  HCV  Glykoproteine  E1  und  E2  als 
neutralisierende Antikörper beschrieben, die auch eine gewisse protektive Wirkung in Hinblick auf eine 
mögliche  Vakzinierung  besitzen  [150‐154]. Der  in  dieser  Arbeit  entwickelte  serologische  anti‐HCV 
Assay könnte durch die Verwendung der multiplexen Technologie relativ problemlos um die Antigene 
E1 und E2 erweitert werden. Aufgrund der wichtigen Glykosylierungen sollten allerdings keine E. coli 







Der  Vergleich  von  Patienten  mit  einer  chronischen  HCV g1  oder  HCV g4  Infektion  zeigte,  dass 
insgesamt nur kleinere Unterschiede der Reaktivitätsintensitäten auf den verwendeten Antigenen in 
Abhängigkeit  vom  HCV  Genotyp  festgestellt  werden  konnten.  Auf  der  NS3‐Region  zeigten  die 
Histogramme  für  die  Antigene NS3 g1a  und NS3_1 g4a  kleinere,  optisch  erfassbare Unterschiede. 
Ebenfalls  konnten  kleinere Unterschiede  bei  dem  Peptid  5‐1‐1, welches  jeweils  entsprechend  der 
Proteinsequenz aus HCV g1a und HCV g4a synthetisiert wurde, festgestellt werden. Das Peptid besteht 
aus 42 Aminosäuren und die beiden Genotyp‐spezifischen  Sequenzen unterscheiden  sich  an neun 
Positionen, dies ergibt eine Sequenzübereinstimmung von 78,57 %. Eine Klassifikationsanalyse ergab 
außerdem, dass sich die Patienten mit HCV g1 und HCV g4  Infektion durch die Antigene NS3_3 g1b, 
NS3 g1c, 5‐1‐1 g4a und 5‐1‐1 g1a  zu 73,96 % entsprechend des HCV Genotyps  richtig  klassifizieren 













HCV RNA  zuverlässige  Ergebnisse  [158,  159]. Da  der  ehemals  verfügbare  Test  zur  Serotypisierung 
jedoch nur die sechs Hauptgenotypen unterscheiden konnte, wäre eine Methode zur detaillierteren 
Bestimmung von Subtypen nützlich. Schon des Öfteren wurde die NS4‐Region als Möglichkeit für eine 
Serotypisierung  beschrieben  [160‐162].  In  Übereinstimmung  mit  dem  Befund  in  dieser  Arbeit, 
verwendeten Schröter et al. [162] Peptide mit einer Länge von 55 Aminosäuren und einer Sequenz aus 
der NS4‐Region, welche die 5‐1‐1 Sequenz beinhaltete. Hierbei konnten die HCV Subtypen 1a, 1b, 2a, 
2b,  3a  und  4a  unterschieden  werden.  Obwohl  eine  Spezifität  von  100 %  erreicht  wurde,  ist  die 
Sensitivität mit 86 % nicht ganz zufriedenstellend. Der Grund für die etwas niedrige Sensitivität war 



















beobachtet.  Eine  mögliche  Erklärung  für  den  nicht  gegebenen  oder  geringeren  Rückgang  der 
Reaktivität  auf  einem  Antigen  wäre  ein  sehr  viel  höherer  initialer  Titer  von  diesem  speziellen 
Antikörper, wodurch mit der verwendeten Verdünnung in der Nähe der oberen Detektionsgrenze und 
außerhalb eines linearen Bereichs gemessen wurde. Der Rückgang würde dann vermutlich bei einer 
stärkeren  Probenverdünnung  sichtbar  werden.  Da  bei  dieser  Untersuchung  keine  Proben  der 
Patienten  zur Verfügung  standen, die  zu  späteren Zeitpunkten nach Eradikation generiert wurden, 
konnte  nicht  analysiert werden, wie  lange  anti‐HCV Antikörper  bei  diesen  Patienten  nachweisbar 
geblieben wären. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass selbst 10 Jahre nach Eradikation des 












titer  zu beeinflussen, denn auf den NS4 Antigenen  konnte  z. T. ein  konträrer Verlauf  zur Viruslast 











Im Allgemeinen treten bei der humoralen  Immunantwort  IgM Antikörper noch vor  IgG Antikörpern 
auf, weshalb  eine Messung  von  IgM  Antikörpern  zur  Erfassung  der  frühen  serologischen  Immun‐
antwort dient. In dieser Arbeit wurde ein kleiner initialer Probensatz mit dem entwickelten anti‐HCV‐








Durch die geringe diagnostische Sensitivität  ist ein anti‐HCV  IgM Assay daher weder  für eine  frühe 






















Off mithilfe  von  gesunden  Spendern,  die  keine  Vorgeschichte  für  diese  Erkrankungen  haben  und 
bestenfalls  auch  keine  Impfungen  erhalten  hatten,  bestimmt  werden.  Anschließend  müsste  ein 


















durchaus  im  Bereich  der  gängigen  Angaben  [180,  181].  Die  Durchseuchung  der  Bevölkerung mit 
manchen Pathogenen  scheint von der geografischen Region abhängig  zu  sein. Die  in dieser Arbeit 
ermittelten Daten ergeben eine höhere Seroprävalenz für T. gondii in Frankreich als in Ägypten oder 
in den USA, wohingegen die Seroprävalenz von HEV und H. pylori in Ägypten höher ist als in Frankreich 
oder  in  den USA. Allerdings  sollte  darauf  hingewiesen werden,  dass  die Anzahl  der  untersuchten 
Proben aus den USA relativ gering war und daher nicht repräsentativ. 
Mit  der  Analyse  der  vorhandenen  Proben  von  gesunden  Spendern  und  HCV  Patienten  konnte 
festgestellt werden, dass mit dem Multipathogen‐Assay v. a. Antikörper gegen eine zurückliegende 
Infektion oder  Impfung nachgewiesen werden können. Dieser oder ein ähnlicher Assay würde sich 

















der  Klasse  G  und  der  Klasse  M  in  humanen  Proben  entwickelt  und  validiert.  Der  multiplexe 
Mikrosphären‐basierte serologische Assay kombiniert hierbei die Vorteile von zwei etablierten HCV 












(100 %) und  Sensitivität  (96,4 %) aufweist. Der Vergleich mit der EIA Referenzmessung  zeigte eine 










Die  Ergebnisse  des  anti‐HCV‐IgM  Assays  hingegen  ergaben,  dass  sich  dieser  Assay  nicht  für  die 
Klassifizierung von HCV Patientenproben eignete. Dennoch konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt 
werden,  dass  im  Zusammenhang  mit  anderen  viralen  Hepatitis  Infektionen  eine  IgM  Detektion 
durchaus sinnvoll erscheint.  
Durch die gezielte Verwendung von HCV g4a Antigenen  in diesen serologischen HCV Assays, wurde 




traten meist  erst  in  einer  späteren  Phase  der  Serokonversion  auf.  Die  Analyse  der  Proben  von 
Patienten mit und ohne spontane Eradikation ergab kein spezielles serologisches Immunprofil, das im 
Zusammenhang mit einer spontanen Eradikation von HCV steht. Bei der Untersuchung von Zeitreihen 
konnte  zunächst  festgestellt  werden,  dass  der  anti‐HCV  Antikörpertiter  nach  spontaner  HCV 
Eradikation absinkt. Die Analyse von Zeitreihen von chronischen HCV g4 Patienten zeigte zudem, dass 
auch  diese  Immunprofile  nicht  statisch  sind,  denn  es  konnten  auch  nach  längerer  Zeit  noch 
Veränderungen der humoralen  Immunantwort beobachtet werden. Nicht nur die Viruslast  konnte 
einen  fluktuierenden Verlauf  aufweisen,  auch  die  Reaktivitäten  gegenüber  bestimmten Antigenen 
zeigten ein ähnliches und z. T. verzögertes Verhalten. 
Durch multiplexe serologische Assays ist es möglich in einem einzigen Test die Antikörperreaktivitäten 





















































































































































































































































































































































































































































  1 MSTNPKPQRK TKRNTNRRPM DVKFPGGGQI VGGVYLLPRR GPRLGVRATR KTSERSQPRG  60 
 61 RRQPIPKARR SEGRSWAQPG YPWPLYGNEG CGWAGWLLSP RGSRPSWGPN DPRRRSRNLG 120 
121 KVIDTLTCGF ADLMGYIPLV GAPVGGVARA LAHGVRAVED GINYATGNLP GC         172 
NS3 
(69 kDa) 
  1 APITAYAQQT RGLFSTIVTS LTGRDTNENC GEVQVLSTAT QSFLGTAVNG VMWTVYHGAG  60 
 61 SKTISGPKGP VNQMYTNVDQ DLVGWPAPPG VRSLAPCTCG ASDLYLVTRH ADVVPVRRRG 120 
121 DTRGALLSPR PISTLKGSSG GPLLCPMGHA AGIFRAAVCT RGVAKAVDFV PVESLETTMR 180 
181 SPVFTDNSTP PAVPQTYQVA HLHAPTGSGK STKVPAAYAA QGYKVLVLNP SVAATLGFGA 240 
241 YMSKAYGIDP NIRSGVRTIT TGAPITYSTY GKFLADGGCS GGAYDIIICD ECHSTDSTTI 300 
301 LGIGTVLDQA ETAGVRLVVL ATATPPGSVT TPHSNIEEVA LPTTGEIPFY GKAIPLELIK 360 
361 GGRHLIFCHS KKKCDELAKQ LTSLGLNAVA YYRGLDVSVI PTSGDVVVCA TDALMTGFTG 420 
421 DFDSVIDCNT SVIQTVDFSL DPTFSIETTT VPQDAVSRSQ RRGRTGRGRL GIYRYVTPGE 480 
481 RPSGIFDTSV LCECYDAGCA WYELTPAETT TRLRAYFNTP GLPVCQDHLE FWESVFTGLT 540 
541 QIDGHFLSQT KQSGENFPYL VAYQATVCAK ALAPPPSWDT MWKCLIRLKP TLHGPTPLLY 600 
601 RLGSVQNEVT LTHPITKYIM ACMSADLEVV T                                631 
NS5A 
(50 kDa) 
  1 AESWLWEVWD WVCTVLSDFK TWLKAKLLPL MPGIPFLSCQ RGYKGEWRGD GVMHTTCPCG  60 
 61 AELAGHIKNG SMRITGPKTC SNTWHGTFPI NAYTTGPGVP IPAPNYKFAL WRVSAEEYVE 120 
121 VRRVGDFHYV TGVTQDNIKC PCQVPAPEFF TEVDGIRLHR HAPKCKPLLR DEVSFSVGLN 180 
181 SFVVGSQLPC EPEPDVAVLT SMLTDPSHIT AEAARRRLAR GSPPSLASSS ASQLSAPSLK 240 
241 ATCTARHDSP GTDLLEANLL WGSTATRVET DEKVIILDSF ESCVAEPDDD REVSVAAEIL 300 
301 RPTKKFPPAL PIWARPDYNP PLTETWKQQD YKPPTVHGCA LPPSKQTPVP PPRRKRTVQL 360 
361 TESVVSTALA ELAAKTFGQS ELGSDSGADL TTPTETTDSG PIVVDDASDD GSYSSMPPLE 420 
421 GEPGDPDLTS DSWSTVSGSE DVVCC                                       445 
NS5B 
(66 kDa) 
  1 SMSYSWTGAL VTPCAAEESK LPISPLSNSL LRHHNMVYAT TTRSAVTRQK KVTFDRLQVV  60 
 61 DNHYNEVLKE IKARASRVKA RLLTTEEACD LTPPHSARSK FGYGAKDVRS HSRKAINHIN 120 
121 SVWEDLLEDN NTPIPTTIMA KNEVFAVNPA KGGRKPARLI VYPDLGVRVC EKRALHDVIK 180 
181 QLPEAVMGAA YGFQYSPAQR VEFLLTAWKS KKTPMGFSYD TRCFDSTVTE KDIRVEEEVY 240 
241 QCCDLEPEAR KVITALTERL YVGGPMHNSK GDLCGYRRCR ASGVYTTSFG NTLTCYLKAT 300 
301 AAIRAAGLRD CTMLVCGDDL VVIAESDGVE EDNRALRAFT EAMTRYSAPP GDAPQPAYDL 360 
361 ELITSCSSNV SVAHDATGKK VYYLTRDPET PLARAAWETV RHTPVNSWLG NIIVYAPTIW 420 
421 VRMILMTHFF SILQSQEALE KALDFDMYGV TYSITPLDLP AIIQRLHGLS AFTLHGYSPH 480 
481 ELNRVAGSLR KLGVPPLRAW RHRARAVRAK LIAQGGRAKI CGIYLFNWAV KTKLKLTPLP 540 

























BSA‐Mikrosphäre  1,72E‐30  8,50E‐43  8,29E‐20 
ECL‐Mikrosphäre  2,25E‐36  2,49E‐43  9,89E‐18 




























































































































Core_1 g4a  1164  32  2,75 
Core_2 g4a  22262  687  3,09 
Core_3 g4a  24079  501  2,08 
NS3_1 g4a  130  15  11,62 
NS3_2 g4a  49102  2491  5,07 
NS5A g4a  17515  589  3,37 
NS5B_1 g4a  12945  5854  45,22 
NS5B_2 g4a  298  110  36,90 
NS5B_3 g4a  6127  417  6,80 









GST  39968  2633  6,59 
NS5 g1  40894  2618  6,40 
HCV Mix  8944  1673  18,70 
Core g1b  42134  4146  9,84 
NS3 g1a  43344  2585  5,96 
NS3_2 g1b  40683  2549  6,27 
NS3_3 g1b  40259  2766  6,87 
NS3 g1c  42641  2337  5,48 
NS3 g2c  22960  1897  8,26 
NS3_3 g4a  40420  2666  6,59 
NS4_2  51741  2655  5,13 
















Core_1 g4a  7476  573  7,67  2,14 
Core_2 g4a  30851  889  2,88  1,54 
Core_3 g4a  25846  724  2,80  2,27 
NS3_1 g4a  22787  7472  32,79  2,01 
NS3_2 g4a  9741  888  9,12  4,45 
NS5A g4a  24814  745  3,00  1,88 
NS5B_1 g4a  7973  1907  23,92  6,51 
NS5B_2 g4a  2751  872  31,72  10,04 
NS5B_3 g4a  2491  658  26,42  4,48 
NS3_1 g1b  16262  1471  9,05  4,47 
NS4_1  10405  521  5,01  1,92 
NS5 g1  43481  2022  4,65  1,67 
HCV Mix  6431  565  8,79  2,50 
Core g1b  49568  2964  5,98  2,06 
NS3 g1a  42584  1426  3,35  2,02 
NS3_2 g1b  40316  2083  5,17  1,92 
NS3_3 g1b  21288  3229  15,17  2,10 
NS3 g1c  42712  1801  4,22  2,37 
NS3 g2c  12181  848  6,97  5,75 
NS3_3 g4a  17116  1856  10,85  2,14 
NS4_2  59635  2505  4,20  3,09 
NS5 g1b  41671  1570  3,77  2,85 
c22 g1a  38131  5364  14,07  1,29 
5‐1‐1 g1a  39739  1580  3,97  1,20 
5‐1‐1 g4a  25336  2156  8,51  2,03 
c100 g1a  43231  3078  7,12  2,05 
















Core_1 g4a  23370  968  4,14  2,56 
Core_2 g4a  42633  644  1,51  2,13 
Core_3 g4a  42516  646  1,52  1,86 
NS3_1 g4a  24025  8659  36,04  1,91 
NS3_2 g4a  29658  1028  3,47  2,17 
NS5A g4a  3494  771  22,06  4,28 
NS5B_1 g4a  10478  1634  15,60  7,74 
NS5B_2 g4a  4938  986  19,97  8,23 
NS5B_3 g4a  4125  787  19,08  3,34 
NS3_1 g1b  9068  277  3,06  4,19 
NS4_1  19479  660  3,39  1,46 
NS5 g1  9186  453  4,93  1,76 
HCV Mix  11704  607  5,19  2,78 
Core g1b  62727  2603  4,15  2,75 
NS3 g1a  41470  697  1,68  2,65 
NS3_2 g1b  40647  2460  6,05  2,27 
NS3_3 g1b  11338  934  8,23  2,28 
NS3 g1c  34555  2569  7,43  2,10 
NS3 g2c  8600  976  11,35  7,14 
NS3_3 g4a  19048  1893  9,94  1,98 
NS4_2  70958  2503  3,53  2,08 
NS5 g1b  5798  317  5,47  3,69 
c22 g1a  41078  1277  3,11  2,07 
5‐1‐1 g1a  45443  1369  3,01  2,17 
5‐1‐1 g4a  46607  852  1,83  2,15 
c100 g1a  46465  1480  3,19  2,28 
















Core_1 g4a  12548  541  4,31  3,23 
Core_2 g4a  40712  1291  3,17  1,48 
Core_3 g4a  37113  1312  3,54  1,43 
NS3_1 g4a  22267  8412  37,78  2,40 
NS3_2 g4a  10868  977  8,99  3,05 
NS5A g4a  26459  1327  5,02  1,77 
NS5B_1 g4a  6790  1527  22,49  8,41 
NS5B_2 g4a  2423  660  27,25  10,49 
NS5B_3 g4a  2282  420  18,42  3,75 
NS3_1 g1b  3689  107  2,89  5,03 
NS4_1  6996  271  3,87  3,25 
NS5 g1  34605  2584  7,47  3,96 
HCV Mix  6624  253  3,83  2,35 
Core g1b  60228  4012  6,66  2,57 
NS3 g1a  11634  1005  8,64  4,29 
NS3_2 g1b  11971  970  8,10  4,51 
NS3_3 g1b  3892  84  2,15  2,62 
NS3 g1c  12428  855  6,88  4,68 
NS3 g2c  4327  426  9,85  7,52 
NS3_3 g4a  16417  2730  16,63  1,01 
NS4_2  59998  1084  1,81  3,34 
NS5 g1b  20503  2108  10,28  2,20 
c22 g1a  45058  332  0,74  1,17 
5‐1‐1 g1a  41562  773  1,86  2,51 
5‐1‐1 g4a  45624  3759  8,24  2,42 
c100 g1a  48157  366  0,76  2,25 












Tabelle  70: Untersuchung  der  Reproduzierbarkeit  der  Immobilisierung  in  der  Probe QC  positiv  1.  Zur  Ermittlung  der 








Core_1 g4a  9903  3806  38,43  2,14 
Core_2 g4a  31700  1152  3,64  1,54 
Core_3 g4a  26122  867  3,32  2,27 
NS3_1 g4a  28891  568  1,96  2,01 
NS3_2 g4a  9836  3589  36,49  4,45 
NS5A g4a  27409  4610  16,82  1,88 
NS5B_1 g4a  12562  7001  55,73  6,51 
NS3_1 g1b  22176  3870  17,45  4,47 
NS4_1  10773  879  8,16  1,92 
NS5 g1  43352  4017  9,27  1,67 
HCV Mix  5473  491  8,97  2,50 
Core g1b  43246  1768  4,09  2,06 
NS3 g1a  44041  4766  10,82  2,02 
NS3_2 g1b  45100  8179  18,14  1,92 
NS3_3 g1b  25771  537  2,08  2,10 
NS3 g1c  45724  5181  11,33  2,37 
NS3 g2c  25897  12736  49,18  5,75 
NS3_3 g4a  20480  1493  7,29  2,14 
NS4_2  56426  5650  10,01  3,09 
NS5 g1b  42716  4062  9,51  2,85 
c22 g1a  29879  7195  24,08  1,29 
5‐1‐1 g1a  37955  3844  10,13  1,20 
5‐1‐1 g4a  18805  2549  13,55  2,03 
c100 g1a  40246  7919  19,68  2,05 








Tabelle  71:  Untersuchung  der  Reproduzierbarkeit  der  Immobilisierung mittels  His‐Tag  Detektion.  Zur  Ermittlung  der 






Core_1 g4a  2013  304  15,08 
Core_2 g4a  28841  6589  22,84 
Core_3 g4a  27813  5206  18,72 
NS3_1 g4a  292  178  61,06 
NS3_2 g4a  54262  5327  9,82 
NS5A g4a  26992  6202  22,98 
NS5B_1 g4a  45167  31347  69,40 
NS3_1 g1b  13218  5715  43,24 
 
 
Tabelle  72:  Untersuchung  der  Reproduzierbarkeit  der  Immobilisierung  mittels  GST  Detektion.  Zur  Ermittlung  der 






GST  36255  4552  12,56 
NS5 g1  37810  5491  14,52 
HCV Mix  11105  3872  34,86 
Core g1b  40427  6598  16,32 
NS3 g1a  39597  5202  13,14 
NS3_2 g1b  37903  6515  17,19 
NS3_3 g1b  35851  4079  11,38 
NS3 g1c  38606  5268  13,65 
NS3 g2c  38481  7226  18,78 
NS3_3 g4a  35663  4486  12,58 
NS4_2  49292  10095  20,48 




























1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20










HCV Status  C1  C2  E2  NS3  NS4  NS5  Resultat
1  negativ Kontrolle  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  negativ 
2  positiv Kontrolle  3 +  2 +  1 +  3 +  3 +  +/‐  positiv 
3  akut  1 +  ‐  ‐  1 +  +/‐  ‐  positiv 
4  akut  ‐  ‐  ‐  3 +  +/‐  3 +  positiv 
5  akut  1 +  ‐  ‐  1 +  +/‐  ‐  positiv 
6  chronisch  3 +  2 +  1 +  3 +  ‐  ‐  positiv 
7  akut  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  negativ 
8  akut  3 +  3 +  ‐  3 +  ‐  ‐  positiv 
9  akut  3 +  3 +  3 +  3 +  3 +  1 +  positiv 
10  akut  3 +  3 +  ‐  3 +  2 +  ‐  positiv 
11  negativ  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  negativ 
12  akut  3 +  3 +  ‐  2 +  1 +  ‐  positiv 
13  akut  2 +  ‐  ‐  3 +  3 +  ‐  positiv 
14  akut  3 +  1 +  ‐  3 +  3 +  ‐  positiv 
15  chronisch  3 +  3 +  ‐  4 +  ‐  ‐  positiv 
16  negativ  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  negativ 
17  akut  Streifen ungültig, da +/‐ Kontrollbande fehlt! 
18  akut  1 +  ‐  ‐  4 +  2 +  1 +  positiv 
19  negativ  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  negativ 
20  akut  2 +  3 +  ‐  2 +  ‐  ‐  positiv 
21  akut  4 +  4 +  +/‐  4 +  4 +  +/‐  positiv 
22  akut  4 +  4 +  +/‐  4 +  4 +  +/‐  positiv 
23  akut  2 +  ‐  ‐  +/‐  +/‐  ‐  positiv 
24  negativ  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  negativ 
25  akut  1 +  ‐  ‐  3 +  1 +  ‐  positiv 
26  akut  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  negativ 
27  akut  ‐  ‐  ‐  +/‐  ‐  ‐  fraglich 
28  akut  ‐  ‐  ‐  +/‐  ‐  ‐  fraglich 
29  chronisch  3 +  ‐  +/‐  4 +  +/‐  ‐  positiv 
30  chronisch  4 +  4 +  1 +  4 +  3 +  ‐  positiv 
31  chronisch  ‐  ‐  ‐  4 +  3 +  ‐  positiv 
32  chronisch  3 +  3 +  3 +  4 +  4 +  4 +  positiv 
33  chronisch  3 +  3 +  3 +  4 +  4 +  4 +  positiv 
34  negativ  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  negativ 
35  akut  3 +  3 +  ‐  +/‐  ‐  ‐  positiv 
36  akut  1 +  +/‐  ‐  3 +  3 +  1 +  positiv 
37  akut  2 +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  fraglich 
38  chronisch  4 +  3 +  +/‐  4 +  4 +  2 +  positiv 
39  chronisch  4 +  4 +  1 +  4 +  4 +  3 +  positiv 











































































3  2  2  2  2  2  1  3  5  1  1  1  2  positiv 
4  1  2  2  4  2  2  3  2  4  3  2  3  positiv 
5  2  2  3  2  2  1  3  5  1  1  1  2  positiv 
6  4  4  3  4  2  2  2  2  2  1  1  2  positiv 
7  1  1  1  3  1  1  2  1  1  2  2  1  negativ 
8  3  4  5  4  2  2  1  2  2  1  1  2  positiv 
9  6  6  6  5  6  6  5  6  4  4  4  6  positiv 
10  5  5  6  5  6  6  5  5  5  1  2  2  positiv 
11  1  2  1  1  1  2  1  1  1  1  2  2  negativ 
12  5  5  6  5  2  2  2  2  2  1  1  2  positiv 
13  2  3  4  6  5  4  6  6  2  2  2  1  positiv 
14  3  4  5  6  5  5  6  5  6  3  2  2  positiv 
15  5  5  6  4  2  2  2  3  2  2  1  3  positiv 
16  1  1  1  1  2  1  1  1  1  1  1  1  negativ 
18  2  2  2  5  3  3  4  6  5  3  2  2  positiv 
19  1  1  1  1  1  1  1  1  1  1  1  1  negativ 
20  3  4  4  3  2  1  1  1  1  1  1  2  positiv 
21  6  6  5  5  5  5  5  5  5  1  2  2  positiv 
22  6  6  6  4  3  3  5  5  4  1  2  2  positiv 
23  2  1  2  2  2  1  1  1  2  1  1  1  positiv 
24  1  1  1  2  2  1  1  1  1  2  1  1  negativ 
25  2  2  2  3  4  2  4  2  3  3  1  1  positiv 
26  1  1  1  1  1  1  1  2  1  1  2  1  negativ 
27  1  1  1  2  2  2  3  1  1  1  1  1  positiv 
28  1  1  2  2  1  2  2  4  1  1  2  1  positiv 
29  2  3  5  5  6  6  2  2  1  1  2  2  positiv 
30  6  6  6  5  6  4  5  5  5  2  2  2  positiv 
31  1  2  1  6  6  6  4  5  1  2  3  2  positiv 
32  3  5  5  6  6  5  5  5  4  6  5  6  positiv 
33  4  5  6  6  6  6  6  5  5  5  2  6  positiv 
34  2  1  1  3  1  1  2  1  1  2  1  1  negativ 
35  4  5  6  2  2  2  2  2  2  2  2  2  positiv 
36  2  2  4  5  2  2  5  6  5  4  2  4  positiv 
37  2  2  2  2  2  1  1  1  1  1  2  2  positiv 
38  3  4  6  5  4  4  4  2  5  2  2  2  positiv 
39  6  6  6  4  4  3  4  3  4  4  2  4  positiv 









Probe  Gefrierzyklus  Mittelwert  Standardabweichung  Minimum  Maximum 
QC positiv 1 
IgG Messung 
1  102,4  1,7  98,4  106,6 
2  104,8  3,1  98,1  113,2 
3  105,5  3,7  98,6  114,6 
4  106,5  2,8  99,3  113,1 
QC positiv 2 
IgG Messung 
1  102,9  3,9  95,3  111,1 
2  102,4  3,7  95,6  108,3 
3  101,0  4,1  92,7  110,4 
4  98,2  2,7  90,2  102,1 
QC positiv 3 
IgG Messung 
1  100,7  4,3  86,4  106,4 
2  103,0  5,7  94,5  114,7 
3  104,3  7,2  87,0  117,7 
4  104,5  6,7  88,3  113,1 
QC negativ 
IgG Messung 
1  109,5  9,9  86,3  129,6 
2  108,6  9,5  87,7  125,8 
3  101,8  5,9  87,8  114,8 
4  96,9  4,2  86,5  105,2 
QC positiv 6 
IgM Messung 
2  95,3  11,1  68,0  127,5 
3  104,1  10,8  76,3  132,0 
5  111,5  5,9  90,2  119,1 
QC positiv 7 
IgM Messung 
2  97,4  5,3  87,1  106,9 
3  100,8  5,2  94,5  115,2 












Probe  Zeit / Temperatur  Mittelwert  Standardabweichung  Minimum  Maximum
QC positiv 1 
2 h / RT  99,5  3,7  89,4  104,0 
4 h / RT  101,1  5,8  83,2  107,7 
24 h / RT  103,6  4,9  91,1  110,9 
2 h / 4 °C  103,9  3,0  96,7  109,7 
4 h / 4 °C  103,6  3,6  93,6  111,0 
24 h / 4 °C  102,5  4,2  92,8  107,8 
QC positiv 2 
2 h / RT  99,6  4,5  86,5  106,3 
4 h / RT  99,3  5,6  86,7  118,9 
24 h / RT  103,8  6,8  87,9  121,7 
2 h / 4 °C  102,5  4,2  93,0  110,8 
4 h / 4 °C  102,2  4,0  92,9  109,8 
24 h / 4 °C  101,9  4,5  91,0  113,4 
QC positiv 3 
2 h / RT  94,6  8,4  69,4  108,8 
4 h / RT  97,2  10,1  68,6  118,3 
24 h / RT  99,3  11,3  62,4  124,9 
2 h / 4 °C  103,1  4,5  93,8  109,4 
4 h / 4 °C  103,1  4,2  95,5  110,1 
24 h / 4 °C  101,5  5,6  90,1  116,3 
QC negativ 
2 h / RT  90,4  11,4  68,8  104,3 
4 h / RT  87,7  12,6  61,1  107,9 
24 h / RT  91,7  14,7  58,1  117,3 
2 h / 4 °C  91,6  10,1  71,6  110,9 
4 h / 4 °C  91,0  10,5  69,8  110,6 

















Probe  Zeit / Temperatur  Mittelwert  Standardabweichung  Minimum  Maximum
QC positiv 6 
2 h / RT  106,2  4,7  97,5  118,0 
4 h / RT  93,2  5,0  82,4  106,6 
24 h / RT  114,4  6,2  101,0  124,5 
2 h / 4 °C  97,5  3,1  91,1  103,1 
4 h / 4 °C  114,9  5,6  104,8  127,6 
24 h / 4 °C  89,8  4,2  77,4  98,0 
QC positiv 7 
2 h / RT  96,4  2,8  91,0  104,3 
4 h / RT  68,8  3,3  62,0  74,7 
24 h / RT  98,5  4,2  89,6  109,5 
2 h / 4 °C  96,5  4,3  84,2  102,5 
4 h / 4 °C  88,5  2,6  83,5  92,0 















Pathogen  Antigen  Anzahl  %  Anzahl  %  Anzahl  % 
HAV 
VP1‐P2A_1  1  0,6  0  0,0  0  0,0 
VP1‐P2A_2  8  4,8  1  3,0  2  7,7 
VP4‐VP2  1  0,6  0  0,0  0  0,0 
VP3  89  53,6  22  66,7  8  30,8 
VP1  63  38,0  15  45,5  5  19,2 
HBV 
HBc  68  41,0  14  42,4  4  15,4 
HBs_1  20  12,0  2  6,1  13  50,0 
HBs_2  31  18,7  3  9,1  24  92,3 
HBe  9  5,4  1  3,0  0  0,0 
HDV  HDV  15  9,0  1  3,0  1  3,8 
HEV  HEV  77  46,4  8  24,2  4  15,4 
EBV 
EA  48  28,9  19  57,6  8  30,8 
EBNA‐1  160  96,4  29  87,9  21  80,8 
p18  112  67,5  25  75,8  7  26,9 
p23  155  93,4  32  97,0  20  76,9 
CMV 
gB  95  57,2  17  51,5  9  34,6 
Pp28  160  96,4  32  97,0  20  76,9 
Pp38  156  94,0  32  97,0  19  73,1 
Pp52  159  95,8  32  97,0  17  65,4 
Pp65  110  66,3  25  75,8  13  50,0 
Pp150  114  68,7  19  57,6  14  53,8 
Lysat  164  98,8  30  90,9  20  76,9 
T. gondii  Lysat  87  52,4  16  48,5  7  26,9 
H. pylori  Lysat_1  148  89,2  29  87,9  12  46,2 








Tabelle 80: Reaktivitäten auf nicht‐HCV Antigenen  im Multipathogen‐Assay  von Proben aus  Frankreich und den USA. 
Dargestellt sind die reaktiven Proben, d. h. Proben bei denen der Messwert größer als das willkürliche Cut‐Off 500 MFI waren. 






Pathogen  Antigen  Anzahl  %  Anzahl  %  Anzahl  % 
HAV 
VP1‐P2A_1  0  0,0  1  1,6  2  6,7 
VP1‐P2A_2  4  3,7  0  0,0  0  0,0 
VP4‐VP2  3  2,8  0  0,0  0  0,0 
VP3  83  76,9  10  16,4  16  53,3 
VP1  60  55,6  11  18,0  3  10,0 
HBV 
HBc  38  35,2  5  8,2  4  13,3 
HBs_1  25  23,1  20  32,8  17  56,7 
HBs_2  12  11,1  27  44,3  5  16,7 
HBe  4  3,7  1  1,6  3  10,0 
HDV  HDV  4  3,7  0  0,0  0  0,0 
HEV  HEV  7  6,5  8  13,1  0  0,0 
EBV 
EA  74  68,5  11  18,0  4  13,3 
EBNA‐1  96  88,9  55  90,2  30  100,0 
p18  66  61,1  33  54,1  22  73,3 
p23  106  98,1  57  93,4  30  100,0 
CMV 
gB  65  60,2  13  21,3  10  33,3 
Pp28  80  74,1  29  47,5  23  76,7 
Pp38  76  70,4  25  41,0  25  83,3 
Pp52  86  79,6  17  27,9  19  63,3 
Pp65  84  77,8  17  27,9  13  43,3 
Pp150  60  55,6  20  32,8  18  60,0 
Lysat  78  72,2  26  42,6  24  80,0 
T. gondii  Lysat  87  80,6  36  59,0  4  13,3 
H. pylori  Lysat_1  37  34,3  8  13,1  17  56,7 





















aktuellen und ehemaligen Kollegen  in der Abteilung Biochemie danke  ich  für die gute Zusammen‐
arbeit und die Hilfsbereitschaft. 
 
Zuletzt bedanke ich mich bei meinen Eltern Jutta und Giovanni Filomena, meinem Bruder Claudio und 
meiner Oma Margarete Proksch für die Unterstützung in allen Lebenslagen. 
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